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Σύγκριση της αντιβιοαντοχής σε στελέχη εντεροκόκκων από ζώα και εργάτες 
κτηνοτροφικών μονάδων 
 
Σημαντικοί όροι: εντερόκοκκοι, αντιβιοτική αντοχή, PFGE 
 
 
ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Στην παρούσα μελέτη ο έλεγχος της ευαισθησίας στα αντιβιοτικά και η ανάλυση του 
DNA με ηλεκτροφόρηση σε παλλόμενο ηλεκτρικό πεδίο (PFGE) εφαρμόσθηκαν σε ένα 
σύνολο εντεροκόκκων που απομονώθηκαν από δείγματα κοπράνων ανθρώπινης 
(εργάτες) και ζωικής (χοίροι και πτηνά) προέλευσης που ελήφθησαν κατά ζεύγη 
(ανθρώπου-ζώου) από κτηνοτροφικές μονάδες της Βόρειας, Κεντρικής και Στερεάς 
Ελλάδας, προκειμένου να προσδιορισθεί πιθανή γενετική συγγένεια μεταξύ τους. 
Αντικειμενικοί στόχοι της εργασίας αποτελούν η καταγραφή της αντοχής των 
εντεροκόκκων ζωικής και ανθρώπινης προέλευσης, και ο προσδιορισμός πιθανών 
μικροβιακών στελεχών που έχουν μεταφερθεί από τα ζώα των μονάδων στους εργάτες, 
από τους οποίους και πιθανώς θα διασπαρθούν στην κοινότητα. 
Συνολικά απομονώθηκαν 35 ζεύγη στελεχών εντεροκόκκου. Τα 17 από τα 35 ζωικά 
στελέχη απομονώθηκαν από δείγματα κοπράνων χοίρου και τα υπόλοιπα 18 από 
δείγματα πτηνών. 
Η ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους έγινε με το σύστημα API20 STREP. Για την 
ταυτοποίηση των ειδών E. faecium και E. faecalis χρησιμοποιήθηκε επιπλέον και η 
μοριακή μέθοδος της Αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR). Ο έλεγχος της 
ευαισθησίας στα αντιβιοτικά έγινε με προσδιορισμό της ελάχιστης ανασταλτικής 
πυκνότητας (MIC) με την μέθοδο ταινιών E-test καθώς και με τη μέθοδο δίσκων Kirby-
Bauer. Συμπληρωματικά, τόσο για τον έλεγχο της ευαισθησίας όσο και για την 
ταυτοποίηση εφαρμόστηκε και το ημι-αυτόματο σύστημα VITEK. Η ηλεκτροφόρηση σε 
παλλόμενο ηλεκτρικό πεδίο (PFGE) εφαρμόσθηκε για την κλωνική συσχέτιση των 
στελεχών. 
Η ταυτοποίηση ταξινόμησε τους εντερόκοκκους σε 8 είδη: E. faecium, E. faecalis, E. 
durans, E. gallinarum, E. casseliflavus E. avium E. hirae  και Enterococcus spp. Τα 
δείγματα των πτηνών εμφανίζουν μεγαλύτερη ποικιλομορφία σε σχέση με τα δείγματα 
των χοίρων. 
Από την εξέταση της ευαισθησίας στα αντιβιοτικά: Γενταμυκίνη, Στρεπτομυκίνη, 
Βανκομυκίνη, Τεϊκοπλανίνη, Ερυθρομυκίνη και Τετρακυκλίνη, βρέθηκαν ανθεκτικά 
στελέχη σε όλα τα αντιβιοτικά εκτός της Τεϊκοπλανίνης. Το μεγαλύτερο ποσοστό των 
στελεχών τόσο του ανθρώπου όσο και των ζώων ήταν ανθεκτικά στην Τετρακυκλίνη 
και ακολουθούν η Ερυθρομυκίνη και η Στρεπτομυκίνη.  
Από τη σύγκριση του φαινοτύπου αντοχής των εντεροκοκκικών ζευγών στα εν λόγω 
αντιβιοτικά, προκύπτει ότι τα ποσοστά αντιβιοτικής αντοχής των στελεχών ανθρώπινης 
και ζωικής προέλευσης ομοιάζουν. 
Ανθεκτικά στη Βανκομυκίνη στελέχη βρέθηκαν μόνο δύο ένα στέλεχος ανθρώπου και 
ένα πτηνού, και ανήκουν στο είδος E. casseliflavus. 
Κοινά σε επίπεδο είδους ζεύγη απομονώθηκαν 10, εκ των οποίων τα 8 ανήκουν στο 
είδος  E. faecium, και τα οποία διαφέρουν το μέγιστο σε 2 αντιβιοτικά. Μόνο ένα κοινό 
ζεύγος E. durans παρουσιάζει ίδιο φαινότυπο αντοχής. 
Η ανάλυση των τύπων PFGE μεταξύ των 30 ζευγών στελεχών αποκάλυψε ότι δεν 
υπάρχει ομολογία μεταξύ τους και συνεπώς δεν υπάρχει ένδειξη μεταφοράς στελεχών 
από τα ζώα στον άνθρωπο. 
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 SUMMARY 
 
In this study we have applied susceptibility testing methods and PFGE analysis on a 
enterococcal isolates from human (workers) and animal (pigs and owls) faeces that were 
sampled in pairs (human-animal) from agricultural units of Northern, Central and 
Greece, in order to identify possible genetic relationships. Among the aims of thiw study 
is the record of the enterococcal resistance from the isolates of human and animal origin, 
and the determination of a possible transfer of strains from animals to the workers of the 
same units, from who it is propable to transfer to the community.  
A total of 35 enterococci were isolated. 17 from 35 animal isolates were isolated from 
pigs, and 18 from bird samples.  
Species were determined with API 20 STREP. For the determination of E. faecium and 
E. faecalis PCR was also applied. The method applied for usceptibility testing were the 
determination of MIC with the E-test, and the disc diffusion method. Furthermore, the 
VITEK semi-automatic system was applied for both of the above aims. PFGE was 
performed for the clonical correlation of the isolates. 
The species determination process resulted to 8 species: E. faecium, E. faecalis, E. 
durans, E. gallinarum, E. casseliflavus E. avium E. hirae and Enterococcus spp. Bird 
samples have greater variety than pig samples. 
The performance of susceptibility testing for the antibiotics: Gentamycin, Streptomycin, 
Vancomycin, Teicoplanin, Erythromycin and Tetracycline, showed resistant isolates to 
all antibiotics except for Teicoplanin. The percentage of himan and animal isolates was 
greater for Tetracycline, followed by Erythromycin and Streptomycin.  
The findings of the susceptibility testing comparison of the enterococcal couples lead to 
phenotypic similarity of human and animal isolates. 
Only two Vancomycin resistant isolates were found, one human and one bird, and they 
are  E. casseliflavus. 
There were 10 pairs of the same species isolated, and 8 of them belong to the species E. 
faecium, and their resistance patterns differed to two antibiotics maximum. Only one 
pair of the same species, E. durans, appears to have the same resistance pattern.   
The analysis of the PFGE types of 15 pairs of isolates showed no correlation between 
them, thus there is no indication of strain transfer from animals to humans.  
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1. Πρόλογος 
 
 
Οι εντερόκοκκοι είναι γνωστοί ως οπορτουνίστικα παθογόνα που παρουσιάζουν αντοχή 
στα αντιβιοτικά που ανευρίσκονται συνηθέστερα σε ασθενείς οι οποίοι έχουν λάβει 
πολλαπλές δόσεις αντιβιοτικών ουσιών και έχουν νοσηλευτεί για μακροχρόνιες 
περιόδους (Murray 2000). Μέχρι προσφάτως αυτά τα συνηθισμένα εντερικά παράσιτα 
ήταν στο περιθώριο και κακώς ταξινομημένα ως στρεπτόκοκκοι, και ήταν ευρέως 
αποδεκτά «με κάποιες εξαιρέσεις ενδοκαρδίτιδας και σπανίων περιπτώσεων 
μηνιγγίτιδας» σαν μία ελάσσονα αιτία πρόκλησης σοβαρής λοίμωξης (Huycke et al 
1998, Murray 2000). Την τελευταία δεκαετία, όμως, οι εντερόκοκκοι έχουν 
αναγνωριστεί ως η κύρια αιτία νοσοκομειακών λοιμώξεων (Huycke et al 1998, 
Cetinkaya et al. 2000, Murray 2000). 
 
Τα τελευταία χρόνια το ενδιαφέρον για τους εντερόκοκκους έχει αυξηθεί όχι μόνο λόγω 
της δυνατότητάς τους να προκαλούν σοβαρές λοιμώξεις, αλλά και λόγω της 
αυξανόμενης αντοχής τους σε πολλούς αντιμικροβιακούς παράγοντες (Moellering 
1992). Ο εποικισμός από τους πολυανθεκτικούς εντεροκόκκους (Multi-Drug-Resistant 
Enterococci – MDRE), ιδιαίτερα αυτούς που παρουσιάζουν αντοχή στη βανκομυκίνη 
(Vancomycin Resistant Enterococci – VRE), λειτουργεί σαν δεξαμενή (reservoir) για 
λοιμώξεις καθώς και για τη νοσοκομειακή εξάπλωση. Η αυξανόμενη αντοχή στα 
αντιβιοτικά που παρατηρείται μεταξύ των εντεροκοκκικών στελεχών σε σημείο ώστε 
κάποια νοσοκομειακά απομονωθέντα στελέχη να είναι ανθεκτικά σε όλες τις 
καθιερωμένες θεραπείες μειώνει τις επιλογές των διαθέσιμων αντιβιοτικών για την 
αντιμετώπιση των λοιμώξεων που προκαλούνται από αυτά (Huycke et al. 1998, Murray 
1998, Desai et al. 2001). 
 
Οι εντερόκοκκοι είναι βακτήρια που υπάρχουν παντού, από τον εντερικό σωλήνα στο 
έδαφος, από νερό ή κόπρανα σε έναν ιστό διασποράς όπου τα βακτήρια εισέρχονται 
χάρις στις ιδιότητες προσκόλλησης που διαθέτουν (Kreft 1992). Η ποικιλία των 
αντιδράσεων των εντεροκόκκων, βρίσκεται πίσω από τη μεγάλη διασπορά τους. Κοινό 
βακτήριο, απειλητικό για τον άνθρωπο, ο εντερόκοκκος, καταλαμβάνει σήμερα μια 
πρωταρχική θέση στην Μικροβιολογία και Επιδημιολογία. Αυτή η προσαρμοστικότητά 
τους καθώς και το γεγονός ότι μαζί με την E. coli αποτελεί βακτήριο – δείκτη της 
αντιβιοτικής αντοχής υπήρξε το έναυσμα αυτής της μελέτης, η οποία αποτέλεσε μία 
προσπάθεια να απομονωθούν στελέχη εντεροκόκκων της γαστρεντερικής οδού από ζώα 
κτηνοτροφικών μονάδων καθώς και από ανθρώπους που δουλεύουν σε αυτές με σκοπό 
να προσδιοριστεί η αντιβιοτική ευαισθησία σε αυτά τα στελέχη. Επιπροσθέτως, 
επεχειρήθη να διερευνηθεί η πιθανή συσχέτιση των φαινοτύπων αντοχής καθώς και η 
κλωνική συσχέτιση στα στελέχη αυτά (ανθρώπινης και ζωικής προέλευσης).  
  
2. Ιστορική αναδρομή 
 
            
Το όνομα εντερόκοκκος (enterocoque), χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά το 1899 από 
τον Thiercelin στη Γαλλία, για να υποδηλώσει την εντερική προέλευση ενός νέου για 
την εποχή gram-θετικού κόκκου (Thiercelin 1899, Murray 1990, Murray 2000). O Jay 
(1986) αναφέρει ότι ο Escherich υπήρξε ο πρώτος που το 1886 περιέγραψε ένα 
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βακτήριο, που το ονόμασε “Micrococcus ovalis”, σήμερα αναγνωρισμένο ως 
Enterococcus faecalis. 
 
Τον ίδιο χρόνο με την περιγραφή του Thiercelin, οι Mc Callum και Hastings (1899) 
ανέφεραν μία περίπτωση ενδοκαρδίτιδας, που οφείλετο στον “Micrococcus 
zymogenes”, ένα βακτήριο που ήταν πολύ ανθεκτικό και μπορούσε να επιβιώνει σε 
θερμοκρασίες υψηλότερες, από εκείνες που ήταν θανατηφόρες για πολλούς 
μικροκόκκους (Breed et al. 1986, Murray 1990). Μεταγενέστερες δημοσιεύσεις 
αποκαλύπτουν ότι ο οργανισμός αυτός ήταν στην πραγματικότητα ένας αιμολυτικός 
εντερόκοκκος (E. faecalis) (Sherman 1937, Murray 1990). 
 
Αρχικά οι εντερόκοκκοι ανήκαν στο γένος των στρεπτοκόκκων: το όνομα Streptococcus 
faecalis (faecalis, χαρακτηρισμός σχετιζόμενος με τα κόπρανα) πρωτοχρησιμοποιήθηκε 
το 1906 από τους Andrewes και Horder, οι οποίοι απομόνωσαν αυτό τον οργανισμό από 
έναν ασθενή με ενδοκαρδίτιδα (Andrews et al. 1906). Το 1919, ο Orla-Jensen έδωσε το 
όνομα Streptococcus faecium σε ένα βακτήριο που απομόνωσε από κόπρανα. (Orla-
Jensen 1919). 
 
Η κατάταξη των στρεπτοκόκκων με την οροτυπία, αποτέλεσε ένα σπουδαίο μέσο 
ταξινόμησης από τότε που προτάθηκε για πρώτη φορά από την Lancefield το 1933 
(Lancefield 1933). Η ταξινόμηση της Lancefield αντικατοπτρίζει τη «χαρακτηριστική 
αντιγονικότητα» αυτών των πολυσακχαριδικών αντιγόνων που υπάρχουν στο κυτταρικό 
τοίχωμα των στρεπτοκόκκων και ορίζονται αλφαβητικά ως A, B, C, D, E, κ.λ.π., με 
λιγότερη έμφαση στα βιοχημικά και φυσικά χαρακτηριστικά. Οι περισσότεροι 
εντερόκοκκοι εκφράζουν το αντιγόνο D και ορίζονται σύμφωνα με την Lancefield ως 
ομάδα D (Murray 1990, Domig et al. 2003a).  
Οι όροι «κοπρανώδεις στρεπτόκοκκοι», εντερόκοκκοι και στρεπτόκοκκοι της ομάδας D 
έχουν χρησιμοποιηθεί ως συνώνυμα για αρκετά χρόνια (Murray 1990, Domig et al. 
2003a). Ο Sherman, το 1937 προσπάθησε να ταξινομήσει τους στρεπτόκοκκους με βάση 
τα χαρακτηριστικά καλλιέργειας και αιμόλυσης. Αυτή η ταξινόμηση περιλαμβάνει μια 
κεντρική ομάδα, τους εντερόκοκκους, που φαίνεται να είναι εντερικής προέλευσης. 
 
Η σύγχυση ανάμεσα στους στρεπτόκοκκους εντερικής προέλευσης και βακτηρίων που 
ανήκουν στο γένος των εντεροκόκκων συνεχίζεται για πολλά χρόνια. Με βάση την 
μοριακή ανάλυση οι πρώην κοπρανώδεις στρεπτόκοκκοι, Streptococcus faecalis και 
Streptococcus faecium, διαχωρίστηκαν από το γένος Streptococcus το 1984 και 
περιελήφθησαν σε ένα νέο γένος, το Enterococcus (Schleifer and Kilpper Balz 1984). 
Τα χρόνια που ακολούθησαν, περισσότερα είδη στρεπτοκόκκων μεταφέρθηκαν στο 
γένος Enterococcus βάσει γενετικών, βιοχημικών και χημικών αναλύσεων (Collins et al. 
1984, Collins et al. 1989, Williams et al. 1989, Rodrigues and Collins 1990).  
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Πίνακας 1. Κατάλογος των περιγραφέντων ειδών Enterococcus spp. 
Ισχύουσα 
ονοματολογία:  
Χρονολογία περιγραφής του είδους  Προηγούμενη ονοματολογία  
Enterococcus    
faecalis  Schleifer & Kilpper-Balz (1984)  Streptococcus faecalis  
faecium  Schleifer & Kilpper-Balz (1984)  Streptococcus faecium  
avium  Collins et al. (1984)  Streptococcus avium  
casseliflavus  Collins et al. (1984)  Streptococcus casseliflavus  
gallinarum  Collins et al. (1984)  Streptococcus gallinarum  
durans  Collins et al. (1984)  Streptococcus durans  
malodoratus  Collins et al. (1984)  Streptococcus faecalis subsp. 
malodoratus  
hirae  Farrow & Collins (1985)  ΝΠ 
mundtii  Collins et al. (1986) ΝΠ 
pseudoavium  Collins et al. (1989)  ΝΠ 
raffinosus  Collins et al. (1989)  ΝΠ 
solitarius  Collins et al. (1989)  ΝΠ 
cecorum  Williams et al. (1989)  Streptococcus cecorum  
columbae  Devriese et al. (1990)  ΝΠ  
saccharolyticus  Rodrigues & Collins (1990)  Streptococcus 
saccharolyticus 
sulfureus  Martinez-Murcia & Collins (1991)  ΝΠ 
dispar  Collins et al. (1991)  ΝΠ 
seriolicida  Kusuda et al. (1991)  Lactococcus garvieae  
flavescens  Pompei et al. (1992)  ΝΠ 
asini  de Vaux et al. (1998)  ΝΠ 
haemoperoxidus  Svec et al. (2001)  ΝΠ 
ratti  Teixeira et al. (2001)  ΝΠ 
porcinus  Teixeira et al. (2001)  Enterococcus villorum.  
moraviensis  Svec et al. (2001)  ΝΠ 
gilvus  Tyrrell et al. (2002)  ΝΠ 
pallens  Tyrrell et al. (2002)  ΝΠ 
canis  De Graef et al. (2003)  ΝΠ 
phoeniculicola  Law-Brown and Meyers (2003)  ΝΠ 
italicus  Fortina et al. (2004)  ΝΠ 
hermanniensis  Koort et al. (2004)  ΝΠ 
saccharominimus  Vancanneyt et al. (2004)  ΝΠ 
ΝΠ, Νέα Περιγραφή  
 
Πηγή: http://www.bacterio.cict.fr/e/enterococcus.html (J.P. Euzéby : Dictionnaire de 
Bactériologie Vétérinaire) 
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 3. Ταξινόμηση  
 
 
Το όνομα Enterococcus προτάθηκε αρχικά ως όνομα γένους το 1903 (Thiercelin and 
Jouhaud 1903), όμως, δεν υιοθετήθηκε μέχρι σχετικά πρόσφατα (1984) όταν έγινε η 
πρώτη περιγραφή του γένους Enteroccocus και συγκεκριμένα για τα είδη E. faecium και 
E. faecalis (Schleifer and Kilpper-Balz 1984). Η μεταφορά των S. faecalis και S. 
faecium στο γένος Enterococcus είχε προταθεί από τον Kalina το 1970 (Kalina 1970). 
Παρά το γεγονός αυτό, η αναβίωση του ονόματος Enterococcus πραγματοποιήθηκε 
όταν οι Schleifer και Kilpper (1984), μετέφεραν τα είδη Streptococcus faecalis και 
Streptococcus faecium από το γένος Streptococcus στο γένος Enterococcus. Οι 
ερευνητές εφήρμοσαν την τεχνική υβριδισμού DNA-DNA και DNA-rRNA, και 
διαπίστωσαν πως οι εντερόκοκκοι έχουν σημαντική ομολογία και είναι ελάχιστα 
συγγενείς με τους στρεπτόκοκκους ενώ ο S. faecalis και ο S. faecium (τα δύο πιο κοινά 
μέλη του γένους των εντεροκόκκων) αποτελούν ξεχωριστά είδη. 
 
Με βάση μοριακά δεδομένα το γένος Streptococcus sensu lato διαχωρίστηκε στα γένη 
Streptococcus sensu stricto, Enterococcus και Lactococcus (Schleifer and Kilpper-Balz 
1984, Schleifer and Kilpper-Balz 1987). Οι διαφορές μεταξύ αυτών των γενών μπορούν 
να διαφανούν μέσω αλληλουχικής σύγκρισης της 16S rRNA και με την κατασκευή ενός 
αντίστοιχου δενδρογράμματος (για την 16S rRNA), όπου τα Enterococcus, 
Streptococcus και Lactococcus διαιρούνται σε διαφορετικές υπο-ομάδες (Πίνακας 1.2). 
Είναι πολύ πιθανό ότι το φυλογενετικό σύστημα του γένους Enterococcus δεν έχει 
ακόμα πλήρως διασαφηνιστεί (Domig et al. 2003a). Από τότε που έγινε η μετατροπή 
του ως ξεχωριστό γένος, μία πληθώρα ειδών του γένους αυτού έχουν περιγραφεί. Παρ’ 
όλα αυτά, δεν έχουν χαρακτηριστεί όλα σαν ξεχωριστά είδη, και – σύμφωνα με μελέτες 
- πολλά είδη εμφανίζουν συγγένεια τόσο μεταξύ τους (Teixeira et al. 1997, Teixeira et 
al. 2001, Vancanneyt et al. 2001) όσο και με άλλα μη εντεροκοκκικά είδη (Kusuda et al. 
1991, Williams et al. 1991).  
 
Το γένος Enterococcus, που προς το παρόν αριθμεί 34 είδη, ανήκει στα Firmicutes μαζί 
με άλλα γένη οξυγαλακτικών βακτηρίων (Lactic Acid Bacteria – LAB). Όλα τα μέλη 
των Firmicutes είναι Gram-θετικοί και καταλάση αρνητικοί κόκκοι με ένα μικρό 
ποσοστό των G + C (G=Guanine, γουανίνη, C=Cytosine, κυτοσίνη) – οι βάσεις 
γουανίνη και κυτοσίνη σχηματίζουν ισχυρότερη σύνδεση στο μόριο του DNA). Το 
γεγονός ότι είναι ευρέως διαδεδομένα και το ενδιαίτημά τους είναι τυπικά 
χαρακτηριστικά της ομάδας των LAB. Μοιράζονται επίσης και άλλα κοινά 
χαρακτηριστικά φυσιολογίας με τα άλλα μέλη αυτής της ομάδας. Η φυλογενετική 
ανάλυση 1400 βάσεων στο γονίδιο που είναι υπεύθυνο για το 16S rRNA διαχωρίζει το 
γένος Enterococcus από τα υπόλοιπα LAB που ανήκουν στα Firmicutes (Klein 2003). 
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Σχήμα 1. Η φυλογενετική θέση του γένους Enterococcus με τη μορφή δενδρογράμματος 16S rRNA 
των Gram-θετικών γενών, συμπεριλαμβανομένων των Streptococcus και Lactococcus. Το μήκος των 
κλάδων αναφέρεται σε 10% εκτιμούμενη αλληλουχική απόκλιση (Klein 2003). 
 
 
Η ταυτοποίηση των εντεροκοκκικών ειδών, μέσω της συγκριτικής ανάλυσης της 
αλληλουχίας των 16S rRNA, έχει αναδείξει αρκετές «ομάδες ειδών» μέσα στο γένος  
(Williams et al. 1991, De Graef et al. 2003). Επί του παρόντος οι ομάδες αυτές είναι 
οκτώ και είναι οι εξής:  
 
Πίνακας 2. Ισχύουσες εντεροκοκκικές ομάδες ειδών και υπο-ειδών, βάσει των φυλογενετικών τους 
σχέσεων μέσα στο γένος (Franz et al. 2003). 
Group  Species  
1. E. faecium  ‘E. azikeevi' (possible new sub-species), E. durans, E. faecium, E. hirae, E. 
mundtii, E. porcinus, E. villorum  
2. E. avium  E. avium, E. malodoratus, E. pseudoavium, E. raffinosus  
3. E. gallinarum  E. casseliflavus, E. flavescens, E. gallinarum  
4. E. dispar  E. asini, E. dispar  
5. E. 
saccharolyticus  
E. saccharolyticus, E. sulfureus  
6. E. cecorum  E. cecorum, E. columbae  
7. E. faecalis  E. faecalis, E. haemoperoxidus, E. moraviensis, 'E. rottae' (possiblenew sub-
species)  
8. Tetragenococcus  E. solitarius, Tetragenococcus halophilus, Tetragenococcus muriaticus  
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4. Φαινοτυπικές και βιοχημικές ιδιότητες 
 
 
Έχει αποδειχθεί ότι κάποια χαρακτηριστικά του γένους Enterococcus όπως 
παρουσιάστηκαν από τους Schleifer και Kilppler-Balz (1984, 1987) ισχύουν για όλα τα 
εντεροκοκκικά είδη. Αυτή η ομάδα βακτηρίων χαρακτηρίζεται ως gram-θετικοί ωοειδείς 
και μη σπορογόνοι κόκκοι, με μέγεθος που ποικίλει από 0,6-2 μm, έως 0,6-2,5 μm, που 
στην τυπική τους μορφή απαντώνται μονοί ή σε ζεύγη (Schleifer and Kilpper-Balz 1984, 
Hardie and Whiley 1997, Gilmore 2002, Domig et al. 2003b).  
 
Είναι χαρακτηριστικά αρνητικοί στη δοκιμή καταλάσης, αν και κάποια εντεροκοκκικά 
είδη παράγουν ψευδοκαταλάση και εμφανίζουν ελαφρύ αναβρασμό παρουσία 
υπεροξειδίου του υδρογόνου (Hardie and Whiley 1997, Domig et al. 2003b). Τα 
περισσότερα στελέχη διαθέτουν το στρεπτοκοκκικό αντιγόνο D, αλλά η ανίχνευσή του 
είναι έξι φορές πιο δύσκολη (Collins et al. 1989) ενώ κάποιοι αντιδρούν επίσης και με 
τους αντιορούς της ομάδας Q. 
 
Κινητικότητα παρατηρείται σε μερικά στελέχη εντεροκόκκων (E. casseliflavus, E. 
gallinarium), που έχουν αναφερθεί ότι διαθέτουν ισχνά μαστίγια (Collins et al. 1986, 
Domig et al. 2003b). 
 
Τα περισσότερα στελέχη του γένους διαθέτουν τα χαρακτηριστικά που περιέγραψε ο 
Sherman το 1937, όπως η δυνατότητα να αναπτύσσονται σε μέσο που περιέχει 6.5% 
NaCl και σε pH 9,6, να αναπτύσσονται σε ένα εύρος θερμοκρασιών από 10°C μέχρι 
45°C, και για τους περισσότερους να επιβιώνουν στους 60°C για 30 λεπτά (Murray 
1990). Παρ’όλα αυτά, έχουν παρατηρηθεί διαφορές μεταξύ των ειδών (Martinez-Murcia 
and Collins 1991). Η βέλτιστη θερμοκρασία ανάπτυξης για τους περισσότερους 
εντεροκόκκους είναι 35οC.  
 
Χαρακτηριστικές βιοχημικές ιδιότητες τους είναι η υδρόλυση της L-πυρρολιδονυλ-β-
ναφθυλαμίνης (pyrrolidonyl-β-naphtylamide (PYR) (Facklam et al. 2002), η υδρόλυση 
της εσκουλίνης σε εσκουλετίνη παρουσία χολής (περιεκτικότητα 40% χολικών αλάτων), 
χαρακτηριστικά που απαντώνται, όμως, και σε στρεπτοκόκκους της ομάδας Α κατά 
Lancefield (Murray 1990, Hardie and Whiley 1997).  
 
Οι εντερόκοκκοι είναι δυνητικά αναερόβιοι και κατατάσσονται στα χημειο-
οργανότροφα (Domig et al. 2003b), ο μεταβολισμός τους είναι ζυμωτικός και 
ακολουθούν το ομοζυμωτικό μεταβολικό μονοπάτι Embeden-Meyerhof-Parnas 
καταλήγοντας στην παραγωγή γαλακτικού οξέος (Hardie and Whiley 1997, Domig et al. 
2003b). 
 
Δεν υπάρχουν, όμως, φαινοτυπικά κριτήρια που να επιτρέπουν τον αναμφίβολο 
διαχωρισμό του γένους των εντεροκόκκων από άλλα γένη, καθώς δεν υπάρχουν 
συγκεκριμένα κριτήρια, τυπικά για τους εντεροκόκκους. Αυτό σημαίνει ότι η 
ταυτοποίηση σε επίπεδο γένους ακολουθείται απαραιτήτως από ταυτοποίηση σε επίπεδο 
είδους (Domig et al. 2003a). 
 
Μερικά είδη δεν αναπτύσσονται σε συνθήκες που θεωρούνται απαραίτητες για το γένος. 
Π.χ., ο E. durans, δεν αναπτύσσεται στους 50οC όπως ο E. faecium (Farrow et al. 1983). 
Τα είδη E. dispar and E. sulfureus δεν αναπτύσσονται στους 45°C ενώ τα E. cecorum 
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και E. columbae δεν μπορούν να αναπτυχθούν στους 10° C (Devriese et al. 1993, Domig 
et al. 2003b). Τα είδη E .cecorum, E. columbae, E. avium καθώς και άλλα συγγενή είδη 
συχνά εμφανίζουν ευαισθησία στο NaCl (Domig et al. 2003b). Η ενζυμική 
δραστικότητα της PYR δεν έχει ανιχνευθεί στα  E. cecorum, E. columbae, και E. 
saccharolyticus (Domig et al. 2003b). 
 
Η ορολογική τυποποίηση των εντεροκόκκων τους κατατάσσει στην ομάδα D κατά 
Lancefield, όμως και αυτός ο χαρακτήρας δεν είναι καθολικός σε όλα τα στελέχη. Τα 
περισσότερα είδη διαθέτουν το αντιγόνο Lancefield group D με εξαίρεση την ομάδα “E. 
avium” (E. cecorum, E. columbae, E. dispar και E. saccharolyticus) (Murray 1990, 
Devriese et al. 1993, Hardie and Whiley 1997, Domig et al. 2003b). 
 
Αν και τα παραπάνω χαρακτηριστικά είναι αρκετά για την πιθανή ταυτοποίηση των 
εντεροκόκκων, και άλλοι λιγότερα συχνά απαντώμενοι gram-θετικοί κόκκοι μπορούν 
επίσης να δώσουν θετική αντίδραση σε κάποια τέτοια τέστ. Για παράδειγμα, κάποιες 
καλλιέργειες από τα είδη των γενών Lactococcus, Aerococcus, Pedicoccus και 
Leuconostoc δίνουν θετική αντίδραση στη δοκιμή της εσκουλίνης-χολής ή μπορούν να 
αναπτυχθούν σε μέσο με 6.5% NaCl ή εμφανίζουν και τις δύο αυτές χαρακτηριστικές 
ιδιότητες (Facklam and Collins 1989, Murray 1990).  
 
Πίνακας 3. Χαρακτηριστικές φυσιολογικές ιδιότητες των έγκυρα περιγραφέντων εντεροκοκκικών 
ειδών 
 
* n.d., not determined, δεν είναι καθορισμένο; (+), weak positive, ασθενώς θετικό; V, 
variable, μεταβλητό; +/-, differing reports in literature, διαφέρουν οι βιβλιογραφικές 
αναφορές. Το είδος E. solitarius είναι δημοσιευμένο, αλλά βάσει μοριακών δεδομένων, 
φαίνεται ότι ανήκει στο γένος Tetragenococcus (Domig et al. 2003b) 
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5. Πολλαπλότητα ρόλων των εντεροκόκκων 
 
 
5.1 Παρασιτικός παράγοντας του εντέρου των ανθρώπων και των ζώων 
 
 
Η μικροβιολογική οικολογία του εντέρου των ενηλίκων θεωρείται ότι επηρεάζεται από 
τα χαρακτηριστικά του ξενιστή όπως η ηλικία, το στρες, η ανοσία, η χολική οξύτητα και 
οι ενζυμικές εκκρίσεις, καθώς και οι μικροβιολογικοί παράγοντες π.χ. ο ανταγωνισμός 
και η συνέργια μεταξύ των εποικιστών, και οι περιβαλλοντικοί παράγοντες όπως η 
διατροφή και η λήψη αντιβιοτικών. Η χλωρίδα της γαστρεντερικής οδού αποτελείται 
από 400-500 βακτηριακά είδη. Η πλειονότητα των βακτηρίων ανήκουν σε αναερόβια 
γένη, όπως τα Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Lactobacillus, Clostridium 
και αναερόβιοι κόκκοι. Μεταξύ των δυνητικά αναεροβίων, τα πιο κοινά βακτήρια είναι 
τα Escherichia coli, Enterococcus spp. και Streptococcus spp. (Kleessen et al. 2000).  
Οι εντερόκοκκοι είναι παρασιτικοί οργανισμοί και μέρος της εντερικής χλωρίδας των 
ανθρώπων και ζώων (Jett et al. 1994, Huycke et al. 1998, Kuhn et al. 2002, Shepard and 
Gilmore 2002).  
 
Τo πιο κοινό απομονωμένο εντεροκοκκικό είδος στους ενήλικους ανθρώπους είναι το E. 
faecalis, ακολουθούμενο από τα E. faecium, E.hirae, E. avium και E. durans που 
αντιστοιχούν στο 1% περίπου της εντερικής μικροχλωρίδας (Jett et al. 1994, Kayser 
2003). Χαρακτηριστικά όπως η βακτηριοσίνη και η παραγωγή υπεροξειδίου του 
υδρογόνου των εντεροκόκκων είναι δυνατό να παίζουν ρόλο στην αντίσταση στον 
εποικισμό (Franz et al. 2003, Huycke et al. 2002), αλλά εξαιτίας του σχετικά χαμηλού 
αριθμού τους στο έντερο, η συμβολή τους στην μικροβιακή σταθερότητα είναι μάλλον 
ασήμαντη. Αντιθέτως, η έρευνα σχετικά με τους εντεροκόκκους εστιάζεται στον ρόλο 
τους στην απόκτηση αντιβιοτικής αντοχής και γονιδίων παθογονικότητας σε ένα 
ευνοϊκό μέσο γενετικής συναλλαγής μεταξύ βακτηρίων του ίδιου είδους, αλλά και 
μεταξύ διαφορετικών γενών. 
 
Σχετικά με τα εντεροκοκκικά είδη που ανευρίσκονται σε ζώα, ο Klein (Klein 2003) 
υπέθεσε ότι κάποια από τα είδη αυτά εμφανίζουν μία προτίμηση για κάποια 
συγκεκριμένα ζώα (Πίνακας 5). Για παράδειγμα, στο ανθρώπινο έντερο και τα δυο είδη 
E. faecium και E. faecalis είναι τα επικρατέστερα είδη, ενώ σε ζώα της βιομηχανίας 
τροφίμων όπως τα πουλερικά, τα βοοειδή και οι χοίροι, το E. faecium είναι το 
επικρατέστερο είδος. Άλλες μελέτες συμφωνούν στο ότι το E. faecalis ανευρίσκεται 
συχνότερα στα κόπρανα των ζώων (Devriese et al. 1992α, Klein 2003). Αυτό που 
φαίνεται ότι συμβαίνει είναι ότι η επικράτηση του είδους ποικίλει ανάλογα με τις 
περιοχές και τις χώρες (Franz et al. 1999). Αλλά και άλλα είδη ανευρίσκονται επίσης σε 
υψηλές συγκεντρώσεις όπως το E. cecorum, και λιγότερα συχνά τα E. gallinarum και E. 
durans/hirae ή E. avium (Klein 2003). Κάποια είδη εμφανίζονται να είναι ειδικά ως 
προς τον ξενιστή π.χ. το E. columbae που είναι ειδικό για τα περιστέρια (Devriese et al. 
1990) και το E. asini για τα γαίδούρια (de Vaux et al. 1998).  
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Πίνακας 5: Εμφάνιση των εντεροκόκκων στην γαστρεντερική οδό (Klein 2003)  
Είδη  Άνθρωπος Βοοειδή  Χοίροι  Πτηνά  
E. faecalis  ++  (+)  +  ++  
E. faecium  ++  ++  +  ++  
E. durans/hirae  (+)  -  (+)  (+)  
E. gallinarum  (+)  -  -  (+)  
E. casseliflavus  (+)  -  -  -  
E. cecorum/columbae  -  +  +  ++  
++: συνήθως; +: συχνά; (+): περιστασιακά; -: δεν αναφέρεται 
 
5.2 Παραγωγή τροφίμων 
 
 
Οι εντερόκοκκοι χρησιμοποιούνται στη ζύμωση των τυριών και άλλων γαλακτοκομικών 
προϊόντων όπου συνεισφέρουν στην ωρίμανση του τυριού από παστεριωμένο ή μη γάλα 
και στην ανάπτυξη της επιθυμητής οσμής (Franz et al. 1999, Giraffa 2003). Τα πιο 
συχνά απαντώμενα είδη σε τέτοια προϊόντα είναι τα E. faecalis και E. faecium, ενώ 
λιγότερο συχνά απαντώνται τα E. durans, E.hirae και E. gallinarum (Suzzi et al. 2000). 
Παρ’ όλα αυτά, οι εντερόκοκκοι έχουν επίσης εμπλακεί στη φθορά των τροφίμων λόγω 
της αντοχής τους σε υψηλές θερμοκρασίες (Franz et al. 1999), π.χ. στελέχη του E. 
faecium μπορούν να επιβιώσουν σε θερμοκρασία 65οC για 20 λεπτά, 71οC για 10 λεπτά 
και 80οC για 3 λεπτά (Kearns et al. 1995). 
 
5.3 Δείκτης κοπρανώδους μόλυνσης 
 
 
Οι οργανισμοί-δείκτες χρησιμοποιούνται για την πρόβλεψη της ύπαρξης πιθανού 
παθογόνου οργανισμού. Καθώς οι εντερόκοκκοι αποτελούν ένα κομμάτι της 
φυσιολογικής εντερικής χλωρίδας των ανθρώπων και των ζώων, η επιβίωσή τους είναι 
αρκετά μακρόχρονη στο περιβάλλον και απομονώνονται, καταμετρούνται και 
ταυτοποιούνται σχετικά εύκολα, χρησιμοποιούνται σαν δείκτες κοπρανώδους μόλυνσης 
σε κατηγορίες νερού ανθρώπινης κατανάλωσης (WHO 1993, ΚΥΑ/2600/2001).  
 
Η αναγνώριση των εντεροκόκκων μαζί με τα κολοβακτηριοειδή (coliforms) ως δείκτες 
μόλυνσης των νερών και των τροφίμων ήταν γνωστή από το πρώτο ήμισυ του αιώνα. Η 
επιλογή των εντεροκόκκων ως δείκτη μόλυνσης του νερού έγινε αναγκαία αργότερα 
(Buttiaux, 1961), αφού τα κόπρανα των ανθρώπων και των χοίρων περιέχουν πάντα 
εντεροκόκκους, ενώ το 80-90% των δειγμάτων περιέχει κολοβακτηριοειδή. 
Εισερχόμενοι από την στοματική κοιλότητα του ανθρώπου σε μικρό αριθμό 103 
βακτήρια ανά gr τροφής (Jay, 1986), καθώς βρίσκονται στον εντερικό βιότοπο, 
πολλαπλασιάζονται και αποβάλλονται με τα κόπρανα σε ποσότητες 105-108, πολλάκις 
έως και 109/gr (Duncan et al 1995). Η αντοχή των εντεροκόκκων σε διαδικασίες 
απολύμανσης είναι περίπου διπλάσια από εκείνης της E. coli. 
 
Η γνώση σχετικά με την πιθανή πηγή των διαφορετικών ειδών εντεροκόκκων, δίνει την 
προοπτική να είμαστε ικανοί να ανιχνεύουμε τις πηγές της μόλυνσης από κόπρανα και 
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να διακρίνουμε ανάμεσα στην ανθρώπινη (αποχετευτικά απόβλητα) και τη ζωική 
μόλυνση. 
 
5.4 Δείκτης ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά 
 
 
Η φυσιολογική εντερική χλωρίδα δρα σαν ένα reservoir (μία δεξαμενή) των ανθεκτικών 
βακτηριακών στελεχών και των γονιδίων αντοχής, που είναι δυνατό να μεταφέρονται 
και σε άλλα παθογόνα βακτήρια. Η ανάπτυξη αντοχής μπορεί επομένως να ανιχνευτεί 
στην εντερική χλωρίδα προτού εμφανιστεί σε παθογόνα βακτήρια και σε κλινικές 
λοιμώξεις. 
 
Η επίκτητη αντοχή μπορεί να εμφανιστεί αν υπάρχουν δύο αναγκαίες προϋποθέσεις: (i) 
το γενετικό δυναμικό από τους μικροοργανισμούς (συσσώρευση μεταλλαγών στο δικό 
τους DNA που τελικά οδηγεί σε μεταφέρσιμα γονίδια αντοχής από τα κύτταρα-δότες) 
και (ii) αντιβιοτική πίεση επιλογής (θεραπευτική και παραθεραπευτική αντιβιοτική 
χρήση) (Klare et al. 2003). Η κλίση που εμφανίζουν οι εντερόκοκκοι να αποκτούν 
αντοχή μπορεί να συνδέεται με την ικανότητά τους να πραγματοποιούν σύζευξη με 
διάφορους τρόπους, που μπορεί να οδηγήσει στη διασπορά των γονιδίων σαν κομμάτι 
των συζευκτικών τρανσποζονίων, των πλασμιδίων με απόκριση στις φερομόνες ή των 
πλασμιδίων σε ένα μεγάλο εύρος ξενιστών (Murray 1998, Klare et al. 2003).  
 
Οι εντερόκοκκοι χαρακτηρίζονται από την ικανότητά τους να προσαρμόζονται σε 
περιβαλλοντικές αλλαγές. Επιπλέον, είναι γνωστοί για την ικανότητά τους να 
αναπτύσσουν ή να αποκτούν αντοχή στα αντιβιοτικά και είναι επομένως οι κατάλληλοι 
για να μελετηθούν ως δείκτες της επιλεκτικής πίεσης που ασκείται μέσω της 
αντιβιοτικής χρήσης σε  εκτειθέμενους πληθυσμούς και των δυνητικών προβλημάτων 
αντοχής στα παθογόνα μικρόβια (Murray 1992). Συνεπώς, η επιτήρηση της αντοχής 
μεταξύ των βακτηριών-δεικτών (εντερόκοκκοι και Escherichia coli) στη φυσιολογική 
εντερική χλωρίδα μπορεί να είναι μεγάλης αξίας για την ανίχνευση τάσεων και την 
παρακολούθηση των αποτελεσμάτων των παρεμβάσεων.  
 
 
5.5 Ανερχόμενο παθογόνο με τη δυνατότητα να μεταδίδει γονίδια 
 
 
Αν και οι εντερόκοκκοι δεν θεωρούνται σαν ιδιαίτερα παθογόνα βακτήρια, υπάγονται 
μεταξύ των πιο κοινών οργανισμών που προκαλούν νοσοκομειακές λοιμώξεις (Kuhn et 
al. 2002) και έχουν εξελιχθεί σε σημαντικά νοσοκομειακά παθογόνα τις δεκαετίες 1970 
και 1980 (Jett et al. 1994, Linden et al. 1999), εξαιτίας της ικανότητάς τους να αποκτούν 
υψηλού επιπέδου αντοχή στους αντιμικροβιακούς παράγοντες, αριθμώντας περί το 12% 
του συνόλου των νοσοκομειακών λοιμώξεων στις Η.Π.Α. (Kuhn et al. 2002).  
 
Το είδος E. faecalis προκαλεί περίπου το 80% των ανθρώπινων εντεροκοκκικών 
λοιμώξεων, με την πλειονότητα των υπολοίπων να προκαλείται από το E. faecium 
(Murray 1990, Ruoff et al. 1990, Moellering 1992, Jett et al. 1994,  Huycke et al. 1998). 
Η ερμηνεία αυτής της ανομοιότητας ανάμεσα στα δύο είδη είναι η διαφορετική 
συγκέντρωση των E. faecalis και E. faecium. Η ποσότητα του E. faecium στα ανθρώπινα 
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κόπρανα είναι, κατά μέσο όρο, 100 φορές μικρότερη από το E. faecalis (Noble 1978). 
Μία άλλη εξήγηση για την υπερίσχυση των προκαλούμενων από το E. faecalis 
λοιμώξεων είναι ότι αυτό το είδος μπορεί να εμφανίζει μεγαλύτερη μολυσματικότητα 
έναντι του E. faecium. Πολλοί λοιμογόνοι παράγοντες έχουν αναφερθεί μόνο για το E. 
faecalis. Μελέτες από κάποιες περιοχές, όμως, έχουν αναφέρει ότι το είδος E. faecium 
ανιχνεύεται πιο συχνά από το E. faecalis (Mederski-Samoraj and Murray 1983, Webb et 
al. 2001, Torell et al. 2003). Οι λοιμώξεις που προκαλούνται από τα εντεροκοκκικά είδη 
– εκτός των E. faecalis και E. faecium – είναι σπάνιες.  
 
Τις τελευταίες δεκαετίες οι εντερόκοκκοι έχουν αναγνωριστεί ότι προκαλούν ένα ευρύ 
φάσμα νόσων, με κυριώτερες τις εξής: λοιμώξεις της κοιλιακής χώρας, δερματικές 
λοιμώξεις, λοιμώξεις της ουρογεννητικής οδού (Urinary Tract Infections, UTIs), 
ενδοκαρδίτιδα και βακτηριαιμία (Edwards 2000, Fischetti et al. 2000). 
 
Οι μηχανισμοί με τους οποίους τα ειρηνικά συμβιωτικά βακτήρια μεταμορφώνονται σε 
επικίνδυνα παθογόνα δεν είναι καλά κατανοητοί. Μία υπόθεση είναι ότι οι 
εντερόκοκκοι που εποικούν φυσιολογικά τον εντερικό σωλήνα διατηρούνταν υπό 
έλεγχο από τους οργανισμούς-ξενιστές, αλλά σε κάποιο σημείο ανέπτυξαν τρόπους που 
τους επέτρεπαν να υφίστανται σε νέες οικοθέσεις (niches) ή να εκμεταλλεύονται ένα 
πιθανότατα αδύναμο ανοσολογικό σύστημα του ξενιστή (Tendolklar et al. 2003, Koch et 
al. 2004). Αυτή η ανισορροπία θα μπορούσε να οδηγήσει στην μετατόπιση των 
οργανισμών από τον εντερικό σωλήνα στην κυκλοφορία του αίματος, καταλήγοντας 
τελικά σε συστηματική εξάπλωση. Η επιτυχής αποφυγή της άμυνας του ξενιστή μπορεί 
τελικά να οδηγήσει σε αυξημένη παθογονικότητα του ξενιστή και συνακόλουθη 
ασθένεια.  (Jett et al. 1994, Koch et al. 2004). 
 
Λόγω της παρουσίας των εντεροκόκκων στο ανθρώπινο έντερο, η πηγή των 
εντεροκοκκικών λοιμώξεων θεωρούνταν ότι είναι ενδογενής (Kayser 2003). Τα 
τελευταία χρόνια, αυτή η αντίληψη έχει αλλάξει. Οι αναφορές προτείνουν ότι οι 
εντερόκοκκοι που προκαλούν νοσοκομειακές λοιμώξεις προέρχονται από εξωγενείς 
πηγές. Αν και δεν αποτελεί κλασσικό λοιμογόνο παράγοντα η αντοχή των 
εντεροκόκκων σε πολλαπλούς αντιμικροβιακούς παράγοντες, τους επιτρέπει να 
επιβιώνουν και να πολλαπλασιάζονται. Η μελέτη της αλληλουχίας V583 του 
Enterococcus faecalis απεκάλυψε ότι σε ποσοστό μεγαλύτερο του 25% του 
γονιδιώματος υπάρχει ξένο DNA, αποτελώντας παράδειγμα των ικανοτήτων αυτού του 
βακτηρίου. Η ικανότητα των εντεροκοκκικών στελεχών να προσαρτούν ξένο DNA έχει 
συμβάλει στη γρήγορη διασπορά των λοιμογόνων παραγόντων, συμπεριλαμβανομένης 
της αντιβιοτικής αντοχής η οποία συμβάλει σημαντικά στην παθογένεια (Paulsen et al. 
2003).  
 
Κατά το παρελθόν, οι εντερόκοκκοι θεωρούνταν ότι διέθεταν ποικίλους λοιμογόνους 
παράγοντες που ήταν δύσκολο να ταυτοποιηθούν (Jett et al. 1994). Έκτοτε, αρκετές 
μελέτες έχουν ασχοληθεί με το θέμα των λοιμογόνων ιδιοτήτων των εντεροκόκκων και 
την ταυτοποίηση των εντεροκοκκικών λοιμογόνων παραγόντων και έχει σημειωθεί 
σημαντική πρόοδος (Kreft et al. 1992, Clewell 1993, Jett et al. 1994, Olmsted et al. 
1994, Shankar et al. 1999, Vanek et al. 1999, Nallapareddy et al. 2000, Qin et al. 2000, 
Sartingen et al. 2000, Sussmuth et al. 2000, Garisin et al. 2001, Haas et al. 2002, Huycke 
et al. 2002). Πιο σημαντικοί από αυτούς τους παράγοντες είναι οι α. επιφανειακές 
αντεσίνες  κυριώτερες των οποίων είναι: η εντεροκοκκική επιφανειακή πρωτεϊνη 
(enterococcal surface protein - ESP), η ουσία συγκόλλησης (aggregation substance - AS) 
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και το σύστημα MSCRAMM Ace, β. η εκκριτική τοξίνη κυτταρολυσίνη, γ. οι εκκριτικές 
πρωτεάσες ζελατινάση και πρωτεάση της σερίνης, δ. η εντεροκοκκική κάψα, ε. οι 
πολυσακχαρίτες του κυτταρικού τοιχώματος, στ. το εξωκυττάριο υπεροξείδιο και ζ. το 
λιποτειχοϊκό οξύ.  
 
Πολλοί από τους προαναφερθέντες λοιμογόνους παράγοντες παίζουν επίσης ρόλο στην 
αποφυγή του αμυντικού μηχανισμού του ξενιστή (Miyazaki et al. 1993, Rakita et al. 
1999, Rich et al. 1999, Shankar et al. 1999, Sussmuth et al. 2000, Toledo-Arana et al. 
2001). Η χαλάρωση της άμυνας του ξενιστή συμβάλει στην παθογένεια του οργανισμού. 
Η απειλή της φροντίδας υγείας δεν είναι μόνο το γεγονός ότι οι εντερόκοκκοι από μόνοι 
τους προκαλούν λοιμώξεις που είναι δύσκολο να θεραπευτούν, αλλά ότι επίσης θέτουν 
ένα κίνδυνο μέσω της ύπαρξης και μεταφοράς γονιδίων ανθεκτικότητας που μπορεί να 
διασπαρούν περαιτέρω σε άλλα παθογόνα βακτήρια. Το 2002, ένα σοβαρό γεγονός που 
πολλοί ερευνητές είχαν προβλέψει αρκετό χρόνο πριν, έλαβε χώρα τελικά στις Η.Π.Α. 
Το στέλεχος του είδους Staphylococcus aureus που εμφανίζει ανθεκτικότητα στη 
μεθυκιλλίνη (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus – MRSA), για τη θεραπεία 
του οποίου συνήθως χορηγούνταν η βανκομυκίνη απέκτησε το οπερόνιο vanA και με 
αυτό τον τρόπο έγινε ανθεκτικό στη βανκομυκίνη (CDC 2002). Το οπερόνιο vanA 
πιθανώς είχε μεταφερθεί μέσω του Enterococcus spp. 
 
 
 
Εικόνα 2. Η θέση του εντεροκόκκου σε σχέση με τα οφέλη και τους κινδύνους της ιατρικής καθώς 
και με την επιστήμη των τροφίμων και της κτηνοτροφίας. (Domig et al. 2003a) 
 
 
6. Αντιβιοτική αντοχή του εντεροκόκκου 
 
 
6.1 Εισαγωγή 
 
 
Τα αντιβιοτικά είναι φυσικά παράγωγα μικροοργανισμών και δρουν εναντίον άλλων 
μικροοργανισμών (αντι-βιοτικά). Σήμερα, όμως, ο όρος αυτός τείνει να αντικατασταθεί 
από τον περιεκτικότερο όρο αντιμικροβιακό φάρμακο, ο οποίος εκτός από τα φυσικά 
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περιλαμβάνει και τα ημι-συνθετικά (με χημική τροποποίηση των φυσικών) παράγωγα ή 
συνθετικές ουσίες (χημειοθεραπευτικά), που δρουν εναντίον των μικροβίων 
(Δημητρακόπουλος 1997).  
 
Η πενικιλλίνη ήταν το πρώτο φυσικό αντιβιοτικό που ανακαλύφθηκε και απομονώθηκε 
για πρώτη φορά από το βακτήριο Penicillium notatum το 1928 από τον Alexander 
Fleming (Fleming 1929), αλλά δεν μπόρεσε να την απομονώσει και να την 
καθαροποιήσει αρκετά ώστε να μπορεί να χρησιμοποιηθεί. Αυτό έγινε εφικτό μετά από 
παγκόσμια έρευνα και την συμβολή πολλών επιστημών (Chain et al. 1940, Moyer and 
Coghill 1946, Raper and Fennell 1946, Demain et al 1999). 
 
Σχεδόν αμέσως μετά την ανακάλυψη των αντιβιοτικών, οι ερευνητές άρχισαν να 
βρίσκουν μικροοργανισμούς ανθεκτικούς στα νέα φάρμακα. (Greenwood 2000). Μετά 
το Β΄ Παγκόσμιο Πόλεμο, οι σουλφοναμίδες χρησιμοποιήθηκαν ευρέως για τη θεραπεία 
λοιμώξεων από Shigella στην Ιαπωνία, (Falkow 1975). Μέσα σε 30 χρόνια από την 
ανακάλυψή τους, οι σουλφοναμίδες έπαψαν να είναι αποτελεσματικές για τη θεραπεία 
της μηνιγγιτιδοκοκκικής λοίμωξης (O'Brien 1987). Στα επόμενα χρόνια, αναφορές 
αντοχής έχουν γίνει πλέον συνήθεις, και παθογόνα που είναι ανθεκτικά σε σχεδόν όλα 
τα αντιβιοτικά έχουν βρεθεί. Είναι οδυνηρά καταφανές ότι η αντιβιοτική αντοχή έχει 
φτάσει σε ένα κρίσιμο σημείο και κάποιοι κλινικοί επιστήμονες έχουν προβλέψει ότι 
είμαστε μπροστά στην επαναφορά εξοντωτικών νόσων της προ-αντιβιοτικής περιόδου 
(Hughes and Datta 1983, Baquero and Blazquez 1997, Lipsitch et al.  2002). 
 
Η αυξανόμενη αντοχή στα αντιμικροβιακά προκαλεί ανησυχία, ιδιαίτερα λόγω της 
πρόσφατης εμφάνισης πολυ-ανθεκτικών στελεχών που είναι δύσκολο να θεραπευτούν. 
Οι πολυ-ανθεκτικοί Staphylococcus aureus και οι E. faecium και E. faecalis (EF) με 
αντοχή στη βανκομυκίνη είναι σημαντικό πρόβλημα για τις νοσοκομειακές 
εγκαταστάσεις, καθώς συχνά καταλήγουν σε αποτυχία της θεραπευτικής αγωγής και σε 
αύξηση της θνησιμότητας και της θνητότητας (Shea 2003).  
 
Πολλά αντιμικροβιακά φάρμακα που χρησιμοποιούνται στην ανθρώπινη ιατρική 
ανήκουν στις ίδιες κατηγορίες με αυτά που συνήθως χρησιμοποιούνται στην 
κτηνοτροφία. Παγκοσμίως, οι β-λακτάμες είναι μεταξύ των πιο διαδεδομένων 
αντιβιοτικών που χρησιμοποιούνται, αλλά οι φλουοροκινολόνες, οι σουλφοναμίδες, οι 
μακρολίδες, οι τετρακυκλίνες, οι αμινογλυκοσίδες και τα γλυκοπεπτίδια επίσης 
χορηγούνται ευρέως (Phillips et al. 2004). Στην Ελλάδα τα κυρίως συνταγογραφούμενα 
αντιβιοτικά είναι οι μακρολίδες (29% της συνολικής κατανάλωσης), οι κεφαλοσπορίνες 
(22%) και οι πενικιλλίνες (25%) κυρίως με τη μορφή της αμοξυκιλλίνης και 
αμοξυκιλλίνης-κλαβουλανικού (ESAC). 
 
Η χρήση αντιμικροβιακών έχει διευκολύνει αρκετά τις σύγχρονες μεθόδους 
κτηνοτροφικής παραγωγής. Τα περισσότερα αντιμικροβιακά στην ζωική παραγωγή 
χρησιμοποιούνται στην τροφή σε σχετικά χαμηλές συγκεντρώσεις ως αυξητικοί 
παράγοντες ή για την προφύλαξη από ασθένειες (McEwen and Fedorka-Cray 2002). 
Στις περισσότερες περιπτώσεις χορηγούνται μετά τον απογαλακτισμό όταν τα ζώα είναι 
πιο ευάλωτα σε λοιμώδεις νόσους (McEwen and Fedorka-Cray 2002). Υπάρχουν 
αρκετές αποδείξεις που υποστηρίζουν την άποψη ότι η αντιμικροβιακή χρήση στα ζώα, 
για την θεραπεία των λοιμώξεων αλλά και ως αυξητικοί παράγοντες, συνδέεται με την 
αυξανόμενη επικράτηση βακτηριών που επιδεικνύουν αντοχή στους παράγοντες που 
χρησιμοποιούνται. Πολλά φάρμακα που χρησιμοποιούνται στα ζώα οδηγούν στην 
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εξελικτική επιλογή ανθεκτικών βακτηρίων που χρησιμοποιούνται στον άνθρωπο 
(Kayser 2003, Klare et al. 2003). Ένα σημαντικό ερώτημα είναι σε ποιο βαθμό η 
αυξανόμενη επικράτηση της αντιμικροβιακής αντοχής στα ζώα συνεισφέρει στην 
αυξανόμενη επικράτηση της αντιμικροβιακής αντοχής μεταξύ των ανθρώπινων 
παθογόνων.  
 
6.2  Αντοχή των εντεροκόκκων στα αντιβιοτικά 
 
 
Ένας σημαντικός λόγος για την ανάδειξη των εντεροκόκκων ως σημαντικά 
νοσοκομειακά παθογόνα είναι η αυξανόμενη αντοχή τους σε ένα μεγάλο εύρος 
αντιβιοτικών (Low et al. 2001) καθώς και η πολυ-ανθεκτικότητα που εμφανίζουν. Το 
είδος E. faecalis προκαλεί πληθώρα εντεροκοκκικών λοιμώξεων στον άνθρωπο, και η 
πολυ-ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά είναι κοινό χαρακτηριστικό μαζί με το είδος E. 
faecium (Huycke et al 1998).  
 
Οι περισσότεροι εντερόκοκκοι είναι ενδογενώς ανθεκτικοί στις κεφαλοσπορίνες, στις 
αντι-σταφυλοκοκκικές πενικιλλίνες, στις αμινογλυκοσίδες και στην κλινταμυκίνη (Gray 
and Pedler 1992, Murray 1998). Ο συνδυασμός τριμεθοπρίμης-σουλφομεθοξαζόλης 
παρουσιάζει ελάχιστη αποτελεσματικότητα in vivo όταν συγκριθεί με αντίστοιχα in vitro 
αποτελέσματα (Chenoweth et al. 1990, Grayson et al. 1990). Η αντοχή in vivo 
προέρχεται από την ικανότητα των εντεροκόκκων να εκμεταλλεύονται εξωγενές φολικό 
οξύ (Zervos et al. 1985). 
 
Η επίκτητη αντοχή των εντεροκόκκων περιλαμβάνει αντοχή σε: υψηλές συγκεντρώσεις 
των β-λακταμών, υψηλές συγκεντρώσεις των αμινογλυκοσιδών, γλυκοπεπτίδια 
(βανκομυκίνη και τεϊκοπλανίνη), τετρακυκλίνη, ερυθρομυκίνη, φλουοροκινολίνες, 
ριφαμπικίνη, αμινοπενικιλλίνες, μακρολίδες, χλωραμφαινικόλη και νιτροφουραντοϊνη 
(Pai and Kim 1998, Cetinkaya et al. 2000, Kayser 2003).  
 
Συνολικά, όλα αυτά τα χαρακτηριστικά κάνουν τους εντεροκόκκους το πιο 
προβληματικό νοσοκομειακό παθογόνο όσον αφορά τον τρόπο θεραπείας τους (Pai and 
Kim 1998). Μόνο ελάχιστες αποτελεσματικές θεραπευτικές επιλογές έχουν μείνει για 
τους πολυ-ανθεκτικούς εντεροκόκκους. Ιδιαίτερη ανησυχία προκαλεί η αντοχή στις 
πενικιλλίνες, αμινογλυκοσίδες και στα γλυκοπεπτίδια, τη βανκομυκίνη και την 
τείκοπλανίνη. Αυτά τα φάρμακα είναι η προτιμητέα επιλογή για τη θεραπεία σοβαρών 
εντεροκοκκικών λοιμώξεων και λόγω της διάδοσης της αντιμικροβιακής αντοχής, έχουν 
αρχίσει να γίνονται λιγότερα αποτελεσματικά (Kayser 2003). Στην περίπτωση σοβαρών 
εντεροκοκκικών λοιμώξεων, ο συνεργιστικός συνδυασμός αντιβιοτικών αποτελείται από 
ένα παράγοντα που δρα πάνω στο κυτταρικό τοίχωμα (β-λακτάμη ή γλυκοπεπτίδιο) μαζί 
με μία αμινογλυκοσίδη και είναι μία από τις ελάχιστες επιλογές που έχουν απομείνει 
(Hewitt et al. 1966, Moellering and Weinberg 1971). 
 
Παρακάτω ακολουθεί μία περιληπτική περιγραφή των ενδογενών και επίκτητων 
χαρακτηριστικών αντοχής των εντεροκόκκων για διάφορες κατηγορίες αντιμικροβιακών 
παραγόντων. 
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6.2.1. Αντοχή στη β-λακτάμη 
 
 
Τα β-λακταμικά αντιβιοτικά δρουν αναστέλλοντας τη σύνθεση του κυτταρικού 
τοιχώματος. Οι πρωτείνες που δεσμεύουν την πενικιλλίνη (Penicillin-Bonding Proteins 
– PBP) που εμπλέκονται στη σύνθεση και το σχηματισμό του πεπτιδογλυκανικού 
στρώματος στο κύτταρο, αποτελούν τους στόχους των β-λακταμικών αντιβιοτικών (Kak 
et al. 2002). Οι πρωτεΐνες PBP δεσμεύονται από το αντιβιοτικό και επομένως 
αναστέλλεται η σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος. Η εγγενής ανθεκτικότητα έναντι 
των β-λακταμικών αντιβιοτικών στους εντερόκοκκους οφείλεται στη χαμηλή συγγένεια 
των PBP πρωτεϊνών για τους β-λακταμικούς παράγοντες (Williamson et al. 1985, Zorzi 
et al. 1996). Αυτή η αντοχή διαφέρει μεταξύ των διαφορετικών β-λακταμών, με τις 
πενικιλλίνες να έχουν τη μεγαλύτερη δραστικότητα κατά των εντεροκόκκων, τις 
καρβαπενέμες να έχουν ελαφρώς χαμηλότερη δραστικότητα, και τις κεφαλοσπορίνες να 
εμφανίζουν τη μικρότερη δραστικότητα.  
 
Σε γενικές γραμμές, οι  εντερόκοκκοι είναι περίπου 100 φορές λιγότερο ευαίσθητοι στις 
β-λακτάμες από τους στρεπτοκόκκους (Cetinkaya et al. 2000, Murray 2000). Ενώ τα 
περισσότερα στελέχη E. faecalis αναστέλλονται σε σχετικά χαμηλές συγκεντρώσεις της 
πενικιλλίνης ή της αμπικιλλίνης, τα στελέχη του E. faecium είναι συνήθως ανθεκτικά 
(Cetinkaya et al. 2000). Σήμερα, περί το 60 – 80% των στελεχών του E. faecium είναι 
ανθεκτικά στην αμπικιλλίνη, ενώ <2% (συχνά μόνο 0.5 – 1%) των E. faecalis 
εμφανίζουν αυτή την αντοχή (Klare et.al. 2003). Τα στελέχη του E. faecalis που 
παράγουν τη β-λακταμάση ταυτοποιήθηκαν και γενετικές αποδείξεις υποδεικνύουν ότι η 
παραγωγή της β-λακταμάσης οφείλεται στην απόκτηση του οπερονίου της β-
λακταμάσης του S. aureus, τονίζοντας την ικανότητα των εντεροκόκκων να 
ανταλλάσσουν παράγοντες αντοχής με άλλα gram-θετικά βακτήρια (Rice 2001). 
 
Η υψηλού επιπέδου αντοχή στις πενικιλλίνες μπορεί να αναπτυχθεί μέσω δύο 
μηχανισμών: της παραγωγής β-λακταμάσης (Murray 1998) και της υπερπαραγωγής μίας 
πρωτεϊνης PBP (οι εντερόκοκκοι έχουν τουλάχιστον πέντε διαφορετικές τέτοιες 
πρωτεϊνες) (Fontana et al. 1996).  
 
Το πρώτο στέλεχος του E. faecalis με την ικανότητα να παράγει β-λακταμάση [ß-
lactamase+ - (Bla+)] αναφέρθηκε το 1983 (Murray and Mederski-Samoraj 1983). Η 
εντεροκοκκική πενικιλλινάση έχει αποδειχθεί ότι είναι ταυτόσημη με την 
σταφυλικοκκική πενικιλλινάση τύπου Α, και έχει δράση κατά της πενικιλλίνης και της  
αμπικιλλίνης (Murray 1992).  
 
Οι εντερόκοκκοι που δεν παράγουν πενικιλλινάση και είναι ανθεκτικοί στην πενικιλλίνη 
είναι συνήθως οι E. faecium. Μέχρι προσφάτως, οι MICs της πενικιλλίνης ποικίλαν από 
8 mg/L μέχρι 64 mg/L (Murray 1992). Οι εμπλεκόμενοι μηχανισμοί σε αυτή την αντοχή 
είναι η υπερπαραγωγή μιας χαμηλής συγγένειας PBPs και μία επιπλέον μείωση της 
συγγένειας ενός από τα ένζυμα αυτά για την πενικιλλίνη (Fontana et al. 1996). Η 
υπερπαραγωγή μπορεί να συνδέεται με απαλοιφή σε μια περιοχή του γονιδίου pbp5 που 
κανονικά ελέγχει αρνητικά την σύνθεση της PBP-5 (Kayser 2003). Εξαιτίας της 
υπερπαραγωγής της PBP-5, μεγαλύτερο επίπεδο αντοχής παρατηρείται στον E. faecium 
(MIC 16-64 μg/ ml) σε σχέση με τον E. faecalis που μπορεί να ανασταλεί σε 
συγκέντρωση πενικιλλίνης που μπορεί να επιτευχθεί στο πλάσμα (MIC 1-8 μg/ml) 
(Huycke et al. 1998).  
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6.2.2. Αντοχή στα γλυκοπεπτίδια 
 
 
Τα γλυκοπεπτίδια είναι μεγάλα πολικά μόρια που δεν μπορούν να διαπεράσουν την 
εξωτερική κυτταρική μεμβράνη των Gram-αρνητικών οργανισμών (Reynolds 1985). Η 
δράση τους περιορίζεται στους Gram-θετικούς οργανισμούς, αερόβιους και 
αναερόβιους. Υπάρχουν τρία κλινικά σημαντικά αντιβιοτικά που ανήκουν στην 
κατηγορία των γλυκοπεπτιδίων και αυτά είναι η βανκομυκίνη, η τεϊκοπλανίνη και η 
αβοπαρσίνη. Η αβοπαρσίνη είναι ένα γλυκοπεπτίδιο που έχει χρησιμοποιηθεί 
εκτεταμένως σαν τροφικό πρόσθετο σε ζώα φάρμας στην Ευρώπη. Η βανκομυκίνη 
(Vancomycin - VA) ή η τεϊκοπλανίνη (teicoplanin - TΕ) είναι σημαντικά θεραπευτικά 
αντιβιοτικά και χορηγούνται για εντεροκοκκικά στελέχη με αντοχή στην πενικιλλίνη ή 
όταν ο ασθενής εμφανίζει αλλεργία στις πενικιλλίνες (Cetinkaya et al. 2000, Murray 
2000, Klare et al. 2003).  Το φάσμα δράσης των βανκομυκίνη και τείκοπλανίνη αν και 
παρόμοιο, δεν είναι ίδιο (Greenwood 1988). Η τεϊκοπλανίνη γενικά είναι πιο δραστική 
έναντι των στρεπτοκόκκων και των Gram-θετικών αναεροβίων από τη βανκομυκίνη, 
ενω η δεύτερη έχει την καλύτερη δραστικότητα κατά των αρνητικών στην κοαγκουλάση 
σταφυλοκόκκων. Το γλυκοπεπτίδιο βανκομυκίνη είναι το πιο σημαντικό αντιβιοτικό 
που χρησιμοποιείται στην ιατρική ενάντια στους πολυ-ανθεκτικούς εντεροκόκκους και 
ενάντια στο χρυσίζοντα σταφυλόκοκκο με ανθεκτικότητα στην μεθικιλλίνη (Methicillin 
Resistant Staphylococcus aureus – MRSA). Η αντοχή κατά των γλυκοπεπτιδίων μείωσε 
τις θεραπευτικές επιλογές των εντεροκοκκικών λοιμώξεων δραματικά (Klare et al. 
2003). 
 
Η ανθεκτικότητα στα γλυκοπεπτίδια πραγματοποιείται μέσω της σύνθεσης 
τροποποιημένων πεπτιδογλυκανικών προδρόμων στους οποίους τα γλυκοπεπτίδια δεν 
μπορούν να προσδεθούν (Kak et al. 2002, Gholizaden and Courvalin 2000, Wright 
2003) και επομένως δεν μπορούν να αναστείλουν την σύνθεση του κυτταρικού 
τοιχώματος.  
 
 
- 6.2.2.1. Αντοχή στη βανκομυκίνη: 
 
 
Όσον αφορά στον E. faecium, υπάρχει μία σχέση ανάμεσα στην αντοχή που εμφανίζει 
στην αμπικιλλίνη και στη βανκομυκίνη. Πιο συχνά απομονώνονται στελέχη με 
ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη. Η ύπαρξη στελεχών E. faecium με αντοχή στη 
βανκομυκίνη συνδέεται με την προηγούμενη χρήση β-λακτάμης, η οποία μπορεί να 
θεωρηθεί σαν προδιαθετικός παράγοντας. Η παραπάνω θέση μαζί με τη γενετική σχέση 
στον E. faecium μεταξύ της αμπικιλλίνης, του PBP- 5, και της βανκομυκίνης, 
υποδεικνύουν ότι αντιμικροβιακοί παράγοντες όπως οι κεφαλοσπορίνες μπορούν να 
οδηγήσουν στην εμφάνιση E. faecium με αντοχή στη βανκομυκίνη (Fontana et al. 1996).  
 
Η σποραδική ανίχνευση του E. faecalis με αντοχή στη βανκομυκίνη είναι πιθανόν να 
οφείλεται στην μη ανίχνευση αντίστοιχης σχέσης στον E. faecalis. 
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Φαινοτυπική ταξινόμηση: 
 
 
Υπάρχουν έξι αναγνωρισμένοι φαινότυποι της αντοχής στη βανκομυκίνη, VanA, VanB, 
VanC, VanD, VanE και VanG που μπορούν να διαχωριστούν με βάση την αλληλουχία 
βάσεων του δομικού γονιδίου για την ανθεκτική λιγάση (Kak et al. 2002). VanA, B, C
1
, 
C
2
, D, E and G (Kayser 2003, Klare et al. 2003, Murray 1998). 
 
Ο φαινότυπος VanA χαρακτηρίζεται από υψηλού επιπέδου αντοχή στις βανκομυκίνη 
(MIC 64->1000mg/L) και τεϊκοπλανίνη (MIC 16-512mg/L) (Murray 1998). Αυτή η 
αντοχή ελέγχεται μέσω εφτά γονιδίων (vanR, vanS, vanH, vanA, vanX, vanY και vanZ), 
που εδράζονται στο μεταθετό στοιχείο Tn1546 που συχνά βρίσκεται πάνω σε πλασμίδιο 
(Arthur et al. 1993). Η έκφραση των vanH, vanA και vanX καταλήγει σε ένα 
τροποποιημένο πεπτιδογλυκανικό πρόδρομο D-αλανυλ-D-γαλακτικό με το οποίο η 
βανκομυκίνη προσδένεται με μικρότερη συγγένεια σε σχέση με το φυσιολογικό (Kak et 
al. 2002).  
 
Οι VanB αλυσίδες παρουσιάζουν επαγώμενη μέτρια έως υψηλή αντοχή στη 
βανκομυκίνη μόνο αλλά όχι στην τεϊκοπλανίνη. Η αντοχή στο γλυκοπεπτίδιο VanB 
στους εντεροκόκκους επιτυγχάνεται με τη μεσολάβηση μιας μη φυσιολογικής λιγάσης 
(VanB) που δομικά συνδέεται με τη λιγάση VanA. Η ομάδα των γονιδίων  vanB 
εδράζεται επίσης στο γενετικό μεταθετό στοιχείο Tn1546 (Kak et al. 2002).  
 
Τα είδη E. gallinarum, E. flavescens και E. casseliflavus περιέχουν το γονίδιο vanC που 
προσφέρει ενδογενή χαμηλού επιπέδου αντοχή στη βανκομυκίνη (MIC 4-32 mg/L) αλλά 
όχι στην τεϊκοπλανίνη (Klare et al. 2003). Η λιγάση VanC από το E. gallinarum επάγει 
την παραγωγή πενταπεπτιδίου που έχει στο άκρο του το διπεπτίδιο D-Ala-D-Ser. Αυτή 
η αλλαγή στο τελευταίο αμινοξύ ενοχοποιείται για την αδυναμία προσκόλλησης της 
βανκομυκίνης στο πενταπεπτίδιο (Dutka-Malen et al. 1992).  
 
Άλλα γονίδια τύπου van έχουν επίσης περιγραφεί, όπως τα vanE και vanG, που 
προσδίδουν χαμηλού επιπέδου αντοχή στη βανκομυκίνη στο είδος E. faecalis, και το 
vanD που βρίσκεται στο χρωμόσωμα κάποιων στελεχών του είδους E. faecium και 
μεσολαβεί για ενδιάμεσου επιπέδου αντοχή στη βανκομυκίνη (MIC 64-128 mg/L) και 
στην τεϊκοπλανίνη (MIC 4-64 mg/L), αλλά τα γονίδια αυτά ανευρίσκονται λιγότερο 
συχνά (Kak et al. 2002, Klare et al. 2003). Το γονίδιο αντοχής VanD, περιγράφηκε για 
πρώτη φορά το 1991 (Ostrowsky et al. 1999). Εδράζεται σε χρωμόσωμα και δεν είναι 
ικανό να μεταφερθεί σε άλλο εντερόκοκκο. Το γονίδιο VanE εμφανίζει ομοιότητες με 
τον εγγενή φαινότυπο VanC (Fines et al. 1999). 
 
6.2.3. Αντοχή στην τετρακυκλίνη 
 
 
Η αντοχή στην τετρακυκλίνη στους εντεροκόκκους είναι αρκετά συχνή και 
κωδικοποιείται συνήθως από το γονίδιο tet(M) που συνήθως βρίσκεται στο Tn916 ή σε 
σχετικά συζευκτικά τρανσποζόνια που έχουν βρεθεί σε στελέχη ανθρώπων και ζώων 
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(Aarestrup et al. 2000). Τα γονίδια tet είναι υπεύθυνα για τη ριβοσωμική προστασία 
(μείωση της συγγένειας)  ή για μηχανισμούς εκροής (Klare et al. 2003).  
 
6.2.4. Αντοχή στην χλωραμφαινικόλη 
 
 
Η αντοχή στην χλωραμφαινικόλη διαμεσολαβείται από ακετυλοτρανσφεράσες (τα 
γονίδια cat, που κωδικοποιούνται πλασμιδιακά και είναι στρεπτοκοκκικής ή 
σταφυλοκοκκικής προέλευσης, αντικατοπτρίζουν ταυτόχρονα οριζόντιες μεταφορές 
γονιδίων) ή από κάποιο μηχανισμό εκροής (Trieu-Cuot et al. 1993).  
 
6.2.5. Αντοχή στις μακρολίδες, λινκοζαμίνες και στρεπτογραμίνες  
 
 
Οι μηχανισμοί αντοχής στην MLS ομάδα αντιβιοτικών περιλαμβάνουν τροποποίηση του 
στόχου μέσω μεθυλασών, συστημάτων αντλιών εκροής και ενζυμικής απενεργοποίησης  
(Roberts et al. 1999, Portillo et al. 2000).  
 
Η αντοχή στις μακρολίδες είναι πολύ κοινή στους εντεροκόκκους που απομονώνονται 
από ανθρώπους και από χοίρους και το γονίδιο erm(B) που συνήθως την κωδικοποιεί 
βρίσκεται στο Tn917 στους ανθρώπους, αλλά αυτό το τρανσποζόνιο ανευρίσκεται 
επίσης και σε βακτήρια από άλλες πηγές (Jensen et al. 1999). Επιπρόσθετα, άλλα δύο 
στενά συγγενικά γονίδια, τα mef(A) και mef(E), που κωδικοποιούν πρωτεΐνες εκροής 
που εξάγουν τις μακρολίδες έχουν ανιχνευτεί στον εντερόκοκκο (Portillo et al. 2000). 
 
6.2.6. Αντοχή στις κινολόνες 
 
 
Η αντοχή σε αυτή την κατηγορία αντιβιοτικών βασίζεται σε μεταλλαγές που είτε 
τροποποιούν το στόχο των αντιβιοτικών ή μειώνουν την ενδοκυτταρική αφομοίωσή 
τους (Lynch 1997). Τυχαίες μεταλλαγές στο γονίδιο parC (τοποϊσομεράσες του τύπου 
IV) προκαλούν αλλαγή στη δομή της περιοχής που καθορίζει την ανθεκτικότητα στις 
κινολόνες, που οδηγεί τελικά σε μία ενδιάμεσου επιπέδου αντοχή, ενώ μία επιπλέον 
μεταλλαγή στο γονόδιο gyrA (DNA γυράση) καταλήγει σε υψηλού επιπέδου αντοχή 
(Kanematsu et al. 1998, Klare et al. 2003).  
 
6.2.7. Αντοχή στις αμινογλυκοσίδες  
 
 
Οι εντερόκοκκοι εμφανίζουν χαμηλή με μέτρια ενδογενή αντοχή στις αμινογλυκοσίδες 
(MIC 62 to 500 μg/ ml), η οποία σχετίζεται με την βραδεία απορρόφηση ή 
διαπερατότητα αυτών των παραγόντων μέσω της μεμβράνης, μία ενεργο-εξαρτώμενη 
διαδικασία. Οι εντερόκοκκοι δεν διαθέτουν κυτοχρωμικά ένζυμα και έτσι δεν είναι 
ικανοί να παράγουν την απαραίτητη ενέργεια από τον μεταβολισμό τους. Για το λόγο 
αυτό εμφανίζουν ενδογενή αντοχή στις αμινογλυκοσίδες σε χαμηλό επίπεδο [minimum 
inhibitory concentrations (MICs) of 8-128 (-512 or 1024) μg/ml] (Klare et al. 2003)..  
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Αυτή η χαμηλού επιπέδου αντοχή στις αμινογλυκοσίδες μπορεί να υπερνικηθεί με τη 
συνδυαστική θεραπεία της πενικιλλίνης και μίας αμινογλυκοσίδης που οδηγεί σε 
συνέργια. Η πενικιλλίνη διασπά το κυτταρικό τοίχωμα και τότε η αμινογλυκοσίδη το 
διαπερνα (Murray 1990, Chow 2000, Murray 2000, Klare et al. 2003). Όμως, στις 
περιπτώσεις αντοχή στην αμπικιλλίνη ή/και αν το εντεροκοκκικό στέλεχος εμφανίζει 
επίκτητη αντοχή σε υψηλού επιπέδου αμινογλυκοσίδια, η συνέργια δεν λειτουργεί 
(Quedanau et al. 1998). 
 
Παρουσιάζουν, επίσης, υψηλού επιπέδου αντοχή στις αμινογλυκοσίδες (MIC >2000 μg 
/ml) η οποία είτε επιτυγχάνεται με ριβοσωμική μεσολάβηση είτε πραγματοποιείται λόγω 
παραγωγής ανενεργών πρωτεϊνών. Η υψηλού επιπέδου ανθεκτικότητα (MIC > 2000 μg/ 
ml) οφείλεται συνήθως στην παραγωγή ενζύμων που αδρανοποιούν τις 
αμινογλυκοσίδες, τα οποία κωδικοποιούνται από μεταφερόμενα πλασμίδια.  
 
Είναι απαραίτητο να ελεγχθεί η ευαισθησία στην γενταμυκίνη και στην στρεπτομυκίνη, 
αφού η αντοχή σε αυτούς τους παράγοντες μπορεί να επιτευχθεί μέσω διαφορετικών 
μηχανισμών.  
 
Η υψηλού επιπέδου αντοχή στις αμινογλυκοσίδες στους εντερόκοκκους περιλαμβάνει 
την απόκτηση γονιδίων που κωδικοποιούν ένζυμα τροποποητικά των αμινογλυκοσιδών, 
όπως φωσφοτρανσφεράσες, ακετυλτρανσφεράσες ή νουκλεοτιδυλτρανσφεράσες 
(Cetinkaya et al. 2000, Chow 2000). Το πιο συνηθισμένο γονίδιο, ααc(6’)-Ie-aph-Ia, 
ανευρίσκεται στο 90% των κλινικών εντεροκόκκων με υψηλού επιπέδου αντοχή στις 
αμινογλυκοσίδες, και κωδικοποιεί ένα διλειτουργικό ένζυμο με δραστικότητα 
ακετυλίωσης και φωσφορυλίωσης, την 6΄-ακετυλ-τρανσφεράση, 2΄΄ 
φωσφοτρανσφεράση (ΑΑC [6΄]-ΑΡΗ [2΄΄] (Chow 2000). Το ένζυμο αυτό προκαλεί 
υψηλού βαθμού αντοχή στη γενταμυκίνη και σε όλες τις αμινογλυκοσίδες  εκτός από τη 
στρεπτομυκίνη (Cetinkaya et al. 2000, Chow 2000, Klare et al. 2003). Αυτό το γονίδιο, 
το οποίο εδράζεται πάνω τρανσποζόνια ή πλασμίδια, διαμεσολαβεί στην αντοχή ενός 
μεγάλου εύρους αμινογλυκοσιδών και είναι κοινο στα E. faecalis και E. faecium 
(Ferretti et al. 1986). Πολλά εντεροκοκκικά στελέχη παράγουν μία 4’,4’-αμινογλυκοσιδ-
νουκλεοτιδυλτρανσφεράση που τους προσδίδει αντοχή απέναντι στις καναμυκίνη, 
νεομυκίνη και τομπραμυκίνη (Carlier and Courvalin 1990). Υψηλού επιπέδου αντοχή 
στην στρεπτομυκίνη επιτυγχάνεται και με ριβοσωμική μεσολάβηση (Cetinkaya et al. 
2000). 
 
Αν ένα στέλεχος αναπτύξει αντοχή στην στρεπτομυκίνη και παράλληλα αποκτήσει το 
διλειτουργικό ένζυμο, η συνδυαστική θεραπεία χάνει το συνεργιστικό της αποτέλεσμα 
(Murray 1990, Shepard and Gilmore 2002).  Δεν συμβαίνει συνέργια πενικιλλίνης-
αμινογλυκοσιδών σε εντεροκόκκους με υψηλού επιπέδου αντοχή στις αμινογλυκοσίδες 
(High Lenel Aminoglucoside Resistance, HLAR) (streptomycin MIC >2000 μg/ml; 
gentamicin MIC > 500 μg/ml) (Cetinkaya et al. 2000)  
 
6.2.8.  Αντοχή στις σουλφοναμίδες και τριμεθοπρίμη 
 
 
Οι σουλφοναμίδες και η τριμεθοπρίμη αναστέλλουν διαφορετικά μεταβολικά στάδια 
στη βιοσύνθεση του τετρα-υδροφολικού οξέος (Zervos and Schaberg 1985). Στους 
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εντεροκόκκους, οι οποίοι όπως και οι λακτοβάκιλλοι χρησιμοποιούν εξωγενές φολικό 
οξύ, εμφανίζεται ενδογενής αντοχή σε αυτά τα δύο αντιβιοτικά (Grayson et al. 1990). 
 
 
6.3 Εντεροκοκκοι με αντοχή στη Βανκομυκίνη (Vancomycin Resistant Enterococci 
– VRE) 
 
 
6.3.1 Αντιμκροβιακή αντοχή σε ανθρώπους  
 
 
Οι πολυ-ανθεκτικοί εντερόκοκκοι (Multiple-drug resistant - MDR) έχουν αυξηθεί πολύ 
τις δύο τελευταίες δεκαετίες. Υψηλά επίπεδα αντοχής στη γενταμυκίνη έχουν αναφερθεί 
το 1979 και ακολούθησε η εμφάνιση σοβαρών παθογόνων στο νοσοκομειακό 
περιβάλλον τη δεκαετία του 1980s (Murray 1997). Με την εμφάνιση των ανθεκτικών 
στην πενικιλλίνη εντεροκόκκων λόγω της απόκτησης της β-λακταμάσης στις αρχές της 
δεκαετίας του 1980, το φάρμακο επιλογής για τη θεραπεία των MDR εντεροκόκκων 
αποτέλεσε ένα γλυκοπεπτίδιο, η βανκομυκίνη. Η αντοχή στην βανκομυκίνη 
εμφανίστηκε πρώτη φορά στην Ευρώπη το 1986 (Uttley 1988).  
 
Η παραδοσιακή μέθοδος θεραπείας ήταν ο συνδυασμός μίας αμινογλυκοσίδης και μίας 
αμπικιλλίνης ή ενός γλυκοπεπτιδίου. (Frieden et al. 1993).  Μέχρι τη δεκαετία 1970, 
μόνο η αμπικιλλίνη και η βανκομυκίνη (ένα γλυκοπεπτίδιο) ήταν αποτελεσματική 
θεραπεία στις περισσότερες των περιπτώσεων. Από το 2000, υψηλού επιπέδου αντοχή 
στην αμπικιλλίνη και στις αμινογλυκοσίδες ήταν κοινή, αφήνοντας τη βανκομυκίνη σαν 
την ύστατη θεραπευτική επιλογή (Jedrzejas 2001).  
 
Αν και η βανκομυκίνη έχει χρησιμοποιηθεί στους ανθρώπους για πάνω από 40 χρόνια, 
οι VRE δε θεωρούνταν κλινικό πρόβλημα μέχρι πρόσφατα. Η πρώτη αναφορά των VRE 
στο εργαστήριο ήταν το 1969 (Toala et al. 1969), αλλά οι πρώτες κλινικές περιπτώσεις 
δεν παρουσιάστηκαν μέχρι το 1986 στην Αγγλία και το 1988 στη Νέα Υόρκη (Frieden 
et al. 1993). Από τότε, η συχνότητα των λοιμώξεων από VRE έχει αυξηθεί μαζικά, 
αποτελώντας πλέον κυρίαρχο πρόβλημα υγείας. Η ραγδαία εμφάνιση των εντεροκόκκων 
με αντοχή στη βανκομυκίνη (Vancomycin Resistant Enterococci, VRE) αποτελεί μία 
αυξανόμενη απειλή για τη δημόσια υγεία, καθώς τα στελέχη VRE παρουσιάζουν 
πολλαπλή αντοχή σε πολλά διαφορετικά αντιμικροβιακά φάρμακα (Multiple-Drug 
Resistant Enterococci, MDR Enterococci) για τα οποία υπάρχουν ελάχιστες 
θεραπευτικές επιλογές.  
 
Η εμφάνιση εντεροκόκκων ανθεκτικών στις β-λακτάμες και στις αμινογλυκοσίδες και η 
ανάπτυξη από τις φαρμακοβιομηχανίες βανκομυκίνης χορηγούμενης από το στόμα, 
επιτάχυνε την ραγδαία αύξηση της χρήσης της βανκομυκίνης τις τελευταίες δύο 
δεκαετίες (Grayson 1991). Αυτή η αύξηση συνέκλινε με μία συνεχή, γραμμική αύξηση 
της συχνότητας απομόνωσης κλινικών στελεχών VRE. Η εντεροκοκκική αντοχή στα 
γλυκοπεπτίδια στις Η.Π.Α. αυξήθηκε από το 0.4% το 1989 στο 16% το 1997. Επιπλέον, 
από το 1989 μέχρι το 1993, υπήρξε μία 20πλάσια αύξηση των νοσοκομειακών 
λοιμώξεων από VRE (CDC 1993, Klare et al. 1999). Παρά την έκδοση επίσημων 
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συστάσεων για την πρόληψη της διασποράς αυτού του τύπου ανθεκτικότητας, αυτή η 
τάση αύξησης συνεχίζεται.  
 
Στην πράξη, το 12% των νοσοκομειακών λοιμώξεων στις Η.Π.Α. προκαλούνται από 
εντεροκόκκους, με τους Enterococcus faecium και Enterococcus faecalis να αποτελούν 
τα πιο σημαντικά και κοινά είδη (Watanabe et al. 1994, van den Bogaard et al. 2002).  
 
Μεταξύ των τάσεων που προέκυψαν από επιδημιολογικές μελέτες στους VRE είναι και 
η συχνή σχέση της αντοχής στην αμπικιλλίνη και τη βανκομυκίνη σε στελέχη του E. 
faecium από τις Η.Π.Α. (Grayson et al. 1998). Αποκαλύφθηκε ότι η φαινοτυπική σχέση 
της αντοχής και στα δύο αυτά αντιβιοτικά οφείλεται συχνά στη γενετική σύνδεση και 
μεταφορά παραγόντων υπεύθυνων για την αντοχή και των δύο (Grayson et al. 1998). Η 
ανακάλυψη της σχέσης μεταξύ αμπικιλλίνης και βανκομυκίνης στο E. faecium είναι 
σημαντική από πολλές απόψεις. Οι αντιμικροβιακές πιέσεις για υψηλού επιπέδου 
αντοχή στην αμπικιλλίνη ισχύουν και για αντοχή στην βανκομυκίνη σε στελέχη που 
ανταλλάσσουν μεταθετά στοιχεία που περιέχουν αντοχή και για τους δύο παράγοντες. 
Αυτή είναι ίσως μία πιθανή εξήγηση για την σταθερή αύξηση εμφάνισης στελεχών E. 
faecium VRE. Επιπλέον, η γενετική σύνδεση και των δύο παραγόντων μπορεί να εξηγεί 
τη συσχέτιση της θεραπείας με κεφαλοσπορίνες, που δε δεσμεύονται στην 
τροποποιημένη PBP5, και τον αυξημένο κίνδυνο εποικισμού και μόλυνσης από VRE. 
 
Στη χώρα μας εντερόκοκκοι ανθεκτικοί στη βανκομυκίνη απομονώνονται μόνο 
σποραδικά, ενώ η συχνότητα απομόνωσης εντεροκόκκων με αντοχή σε άλλα 
αντιβιοτικά που είναι αναγκαία για την αντιμετώπισή τους, όπως οι αμινογλυκοσίδες σε 
υψηλές συγκεντρώσεις, είναι ιδιαίτερα συχνή (Πουρνάρας 2000) . Υπάρχει μία αναφορά 
σχετικά με απομόνωση VRE το 1995 και μερικές αναφορές μετά το 1999 (Douboyas et 
Tsakris 1995) από διάφορα νοσοκομεία αν και γενικά το πρόβλημα των λοιμώξεων από 
τέτοια στελέχη είναι ακόμη περιορισμένο στον Ελληνικό χώρο (Kouppari et al. 2000, 
Maniatis et al. 2001). Η εμπειρία, όμως, από το διεθνή χώρο συνιστά ότι η σποραδική 
απομόνωση VRE, αν δεν αντιμετωπιστεί σύντομα, μπορεί γρήγορα να εξελιχθεί σε 
επιδημία ενός ανθεκτικού κλώνου και έπειτα σε πολυκλωνική ενδημικότητα, η 
αντιμετώπιση της οποίας είναι εξαιρετικά δυσχερής.  
Ασχέτως της αιτιολογίας και του τόπου, οι νοσοκομειακές λοιμώξεις έχουν συσχετιστεί 
σε γενικές γραμμές με σημαντική αύξηση της νοσηρότητας και της θνησιμότητας. Οι 
νοσοκομειακές βακτηριαιμίες στα νοσοκομεία των ΗΠΑ εμφανίζουν θνησιμότητα σε 
ποσοστό 32% το οποίο σχετίζεται με τις λοιμώξεις του αίματος εντεροκοκκικής 
προέλευσης. Αυτό υποστηρίζεται από αρκετές μελέτες που δείχνουν θνησιμότητα (crude 
mortality) 37–76% στις περιπτώσεις νοσοκομειακής εντεροκοκκικής βακτηριαιμίας. 
Επιπροσθέτως, πολλές από αυτές τις μελέτες έχουν αναφέρει αυξήσεις της 
θνησιμότητας (crude mortality) που σχετίζεται με στελέχη VRE συγκρινόμενα με τους 
εντεροκόκκους με ευαισθησία στη βανκομυκίνη (Wells et al. 1995) 
 
- 6.3.1.1. Δεξαμενές (reservoirs) των ανθεκτικών εντεροκόκκων 
 
 
Ο εποικισμός του οργανισμού-ξενιστή με VRE, ιδιαίτερα της γαστρεντερικής οδού, 
αποτελεί προϋπόθεση και προηγείται της λοίμωξης. Ο εποικισμός δεν συνοδεύεται από 
εμφάνιση συμπτωμάτων και λειτουργεί σαν δεξαμενή (reservoir) για τη μετάδοση των 
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VRE σε άλλα άτομα. Αποτελεί συνεπώς έναν από τους παράγοντες κινδύνου για 
εμφάνιση λοίμωξης από VRE (Chavers et al. 2003, Patel 2003).  
 
Η νοσοκομειακή μεταφορά στελεχών VRE από τις δεξαμενές μικροβίων (reservoirs) 
στον ξενιστή σχετίζεται με αρκετούς παράγοντες που μπορούν να διαχωριστούν σε τρεις 
κύριες κατηγορίες: 
 
α. Η πρώτη κατηγορία περιλαμβάνει τους παράγοντες που διευκολύνουν τη δυνητική 
επαφή του ασθενούς με τον VRE στο νοσοκομειακό περιβάλλον και είναι: η 
παρατεταμένη νοσηλεία, η εγγύτητα σε ασθενή στον οποίο υπάρχει ο VRE, η φροντίδα 
από προσωπικό που ταυτόχρονα φροντίζει ασθενείς με VRE, η μεταφορά μεταξύ 
νοσοκομείων αλλά και μεταξύ διαφορετικών κλινικών στο ίδιο νοσοκομείο και η 
εισαγωγή σε νοσοκομεία με μεγαλύτερα ποσοστά συχνότητας VRE μεταξύ των 
ασθενών (Karanfil et al. 1992, Boyce et al. 1994).  
 
β. Η δεύτερη κατηγορία περιλαμβάνει ξενιστικούς παράγοντες που προδιαθέτουν των 
εποικισμό ή την μόλυνση του ασθενούς με VRE. Τέτοιοι παράγοντες είναι η 
προχωρημένη ηλικία, η σοβαρότητα τυχούσας υποβόσκουσας ασθένειας, αιματολογική 
κακοήθεια, η ουδετεροπενία, η κύρρωση, πρόσφατη ενδογαστρική χειρουργική 
επέμβαση, νεφρική διάλυση και προηγούμενος εποικισμός με VRE ( Kirst et al. 1998). 
 
γ. Η τρίτη κατηγορία περιλαμβάνει προηγηθείσες μικροβιακές θεραπείες, όπως 
προηγούμενη έκθεση στη βανκομυκίνη και θεραπεία με κεφαλοσπορίνες ή 
αντιμικροβιακά φάρμακα με σημαντική δράση εναντίον αναερόβιων μικροβίων (πχ 
μετρονιδαζόλη, κλινταμυκίνη, ιμιπενέμη) (Edlund et al. 1997). 
 
Σύμφωνα με επιδημιολογικά δεδομένα, η εξέλιξη των εντεροκόκκων σε κυρίαρχα 
νοσοκομειακά παθογόνα υποστηρίζει την άποψη ότι οι εγκαταστάσεις των μονάδων 
υγείας αποτελούν την κύρια δεξαμενή (reservoir) ανθεκτικών εντεροκόκκων στις ΗΠΑ, 
ιδιαίτερα των VRE. Σε αυτές τις εγκαταστάσεις, η διασπορά των VRE και των άλλων 
ανθεκτικών εντεροκόκκων φαίνεται ότι προκύπτει μέσω μόλυνσης ή εποικισμού των 
ασθενών και του προσωπικού μετά από την επαφή τους με μολυσμένους ασθενείς, ή 
μέσω της μεταφοράς των βακτηρίων από μολυσμένα ιατρικά όργανα και επιφάνειες. Αν 
και οι περισσότερες μελέτες εστιάζονται στις λοιμώξεις που εμφανίζονται στις ΜΕΘ 
(CDC 1993), πολλά στελέχη VRE έχουν απομονωθεί και από άλλες κλινικές. 
Επιφάνειες στο περιβάλλον, ιατρικά εργαλεία και αντικείμενα στο δωμάτιο του 
ασθενούς συχνά επιμολύνονται και γίνονται reservoir μέσα στα νοσοκομεία (Cetinkaya 
et al. 2000). Οι VRE έχουν απομονωθεί κυριολεκτικά από οποιοδήποτε σημείο του 
νοσοκομειακού χώρου (Peril 1999, Cetinkaya et al. 2000, Patel 2003).  
 
Υπάρχουν σημαντικές διαφορές στην επιδημιολογία των VRE μεταξύ των Η.Π.Α. και 
της Ευρώπης (Goossens et al 1998). Στις Η.Π.Α., η επικράτηση των VRE στα 
νοσοκομεία έχει αυξηθεί σημαντικά τη δεκαετία του 1990 (Martone 1998). Επιπλέον, 
φαίνεται ότι υπάρχει ελάχιστη γενετική ποικιλομορφία μεταξύ των αμερικανικών 
στελεχών. Στις Η.Π.Α., ασθενείς σε νοσηλεία στους οποίους προέκυψε εποικισμός ή 
μόλυνση με VRE αποτελούν την πρωταρχική δεξαμενή (reservoir) για την μετάδοση 
των VRE μέσα στις νοσοκομειακές εγκαταστάσεις (Cetinkaya et al. 2000, Chavers et al. 
2003). Στην Ευρώπη, οι λοιμώξεις από VRE είναι λιγότερο συχνές και συνήθως 
σχετίζονται με ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς (Goossens 1998). Τα στελέχη 
ανθρώπινης προέλευσης συνήθως εμφανίζουν πολυκλωνικότητα και το ίδιο προφίλ 
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ευαισθησίας με τα VRE που απομονώνονται από τα ζώα (Goossens 1998). Η αυξημένη 
επικράτηση των VRE στα αμερικάνικα νοσοκομεία μπορεί να εξηγηθεί από την 
μεγαλύτερη αντιβιοτική κατανάλωση σε σχέση με τα ευρωπαϊκά, ιδιαίτερα για τα 
γλυκοπεπτίδια.  
 
Στην Ευρώπη η κοινότητα και η κτηνοτροφία αποτελούν τις πρωτεύουσες δεξαμενές 
(reservoirs) όσον αφορά στα εξωνοσοκομειακά περιστατικά λοιμώξεων με VRE 
(Shepard and Gilmore 2002). Ο εποικισμός με VRE ανιχνεύτηκε μεταξύ των φορέων 
της κοινότητας που δεν είχαν σχέση με εγκαταστάσεις φροντίδας της υγείας (Cetinkaya 
et al. 2000, Shepard and Gilmore 2002, Patel 2003). Στελέχη VRE έχουν απομονωθεί 
από δείγματα νερού και από φυτά στα οποία χορηγούνται λιπάσματα από βοθρολύματα 
(Shepard and Gilmore 2002) καθώς και από διάφορες ζωικές πηγές (ζώα φάρμας και 
ζώα συντροφιάς) σε διαφορετικές ευρωπαϊκές χώρες (Devriese et al. 1996, Cetinkaya et 
al. 2000, Robredo et al. 2000, Weinsken 2000, Shepard and Gilmore 2002, Patel 2003, 
Hershberger et al. 2004). Έχουν, επίσης, απομονωθεί από τρόφιμα ζωικής προέλευσης, 
όπως το χοιρινό και τα πουλερικά (Bates et al. 1994, Klare et al. 2003). Επιπρόσθετα, οι 
VRE έχουν βρεθεί σε γάλα αγελάδας (Chingwaru et al. 2003), πράγμα που αποτελεί 
μεγάλη ανησυχία για την ανθρώπινη υγεία. Μία άλλη αιτία ανησυχίας ήταν η εύρεση 
των VRE σε ωμά μοσχαρίσια προϊόντα (Pavia et al. 2000, Fifadara et al. 2003). 
 
Μέχρι πρόσφατα, η ασυμφωνία μεταξύ των Η.Π.Α., όπου στελέχη VRE απομονώθηκαν 
μόνο από νοσοκομειακές πηγές, και της Ευρώπης, ήταν γεγονός (Weinsken 2000). Παρ 
’όλα αυτά, πιο πρόσφατες δημοσιεύσεις και δεδομένα υποδεικνύουν αλλαγές στην 
επιδημιολογία των VRE και στις δύο γεωγραφικές περιοχές, με διάδοση VRE στην 
κοινότητα για τις Η.Π.Α. και με εμφάνιση πολύ ανθεκτικών εντεροκόκκων σε 
νοσοκομεία κάποιων ευρωπαϊκών χωρών (Patel 2003). 
 
6.3.2 Αντιμικροβιακή αντοχή σε ζώα 
 
 
Η  απομόνωση των VRE από περιβαλλοντικές, ζωικές και πηγές τροφίμων στην 
Ευρώπη αποτελεί ένδειξη της σχέσης της χρήσης γλυκοπεπτιδίων σαν αντιμικροβιακής 
παράγοντες αύξησης σε ζωοτροφές για ζώα φάρμας (Klare et al. 2003). Η επίδραση της 
κτηνοτροφικής χρήσης των αντιμικροβιακών, ιδιαίτερα του γλυκοπεπτιδίου 
αβοπαρσίνη, υπονοήθηκε όταν στελέχη VRE βρέθηκαν σε δείγματα κοπράνων χοίρων 
και πουλερικών (van der Bogaard et al. 2001). Αν και οι μηχανισμοί με τους οποίους 
χαμηλά επίπεδα αντιβιοτικών προάγουν την ανάπτυξη και την παραγωγικότητα δεν 
είναι ακόμα γνωστοί, πιστεύεται ότι οι παράγοντες αυτοί μειώνουν τη φυσιολογική 
εντερική χλωρίδα και εμποδίζουν τον εποικισμό με παθογόνα στελέχη των βακτηρίων. 
Το αποτέλεσμα αυτών είναι η παρεμπόδιση του ανταγωνισμού με τον ξενιστή για 
θρεπτικά και η πιθανότητα ασθένειας, αντίστοιχα. 
 
Η αβοπαρσίνη, ένα γλυκοπεπτίδιο παρόμοιο με τη βανκομυκίνη, είχε εγκριθεί για χρήση 
στις περισσότερες ευρωπαϊκές χώρες σαν αντιμικροβιακός αυξητικός παράγοντας σε 
ζώα φάρμας και δε χρησιμοποιείται στους ανθρώπους. Η ετήσια χρήση της αβοπαρσίνης 
ήταν αρκετά έντονη, υπερβαίνοντας σε μερικές περιπτώσεις κατά 1000 φορές τη 
συνολική μάζα της βανκομυκίνης που συνταγογραφούνταν για ανθρώπινη θεραπεία. 
Επομένως, ακόμα και μετά την προσαρμογή στις αριθμητικές διαφορές των ζώων και 
των ανθρώπων που χορηγούνταν τα αντίστοιχα γλυκοπεπτίδια, η επιλεκτική πίεση που 
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προκαλούσε την εμφάνιση των VRE ήταν πολύ υψηλότερη στα ζώα. Από το σύνολο 
των φαινοτύπων των VRE, ο φαινότυπος VanA αναφέρεται ως ο πιο σημαντικός 
κλινικά και πιο ευρέως διαδεδομένος (Klare et al. 2003). Αυτός ο φαινότυπος παίζει 
ρόλο επίσης στην διασταυρούμενη αντοχή στην αβοπαρσίνη. Η ομοιότητα μεταξύ της 
αβοπαρσίνης και της βανκομυκίνης επεκτάθηκε πέρα του δομικού επιπέδου με μελέτες 
που επιβεβαίωναν ότι η χρήση της αβοπαρσίνης σε υποθεραπευτικά επίπεδα για την 
προώθηση της παραγωγής αποτελεί επιλεκτική πίεση για τα VRE. 
 
Η αβοπαρσίνη προκαλεί επιλεκτική πίεση για στελέχη VRE στην εντερική χλωρίδα των 
ζώων που τρέφονται με αβοπαρσίνη (Bates et al. 1994). Οι VRE ανευρίσκονται στην 
κοπρανώδη χλωρίδα υγιών ανθρώπων και ζώων συντροφιάς σε χώρες όπου η 
αβοπαρσίνη χρησιμοποιείται σαν αυξητικός παράγοντας στα αγροκτήματα (Endtz et al. 
1991, van den Bogaard 1997, van den Bogaard 1996). 
 
Μία σχέση μεταξύ της αβοπαρσίνης και υψηλής επικράτησης αντοχής στα 
γλυκοπεπτίδια (VanA) μεταξύ ζωικά απομονωθέντων στελεχών έχει αναφερθεί σε 
πολλές μελέτες (Aarestrup 1998, Bates 1994, Bager 199). Στη Δανία, η απομόνωση των 
VRE από κοπρανώδη δείγματα χοίρων και πουλερικών ήταν τριπλάσια στα ζώα που 
τρέφονταν με αβοπαρσίνη παρά στα υπόλοιπα ζώα (Aarestrup 1998). Ο Mevius (1999) 
παρατήρησε ένα υψηλό ποσοστό VRE ανά γραμμάριο κοπράνων (10%-100%) σε 
κτηνοτροφικά μοσχάρια από φάρμες που χρησιμοποιούσαν αβοπαρσίνη σαν αυξητικό 
παράγοντα από ό,τι σε δείγματα κοπράνων μόσχων που ετρέφοντο με βασιτρακίνη (1%-
10%). Η επικράτηση των VRE σε κοπάδια γαλόπουλων τρεφόμενων με αβοπαρσίνη 
ήταν 60% σε αντίθεση με το 8% των κοπαδιών που δεν εκτίθεντο στην αβοπαρσίνη (van 
den Bogaard 1996). 
 
Τα επιδημιολογικά δεδομένα από διάφορες ευρωπαϊκές χώρες παρουσίαζαν καλό 
συσχετισμό της συχνής απομόνωσης των VRE από την κοινότητα και της χρήσης 
μεγάλων ποσοτήτων αβοπαρσίνης. Επιπρόσθετα με την εμφάνιση σε επίπεδο κοπαδιού, 
ο συσχετισμός μεταξύ της χρήσης της αβοπαρσίνης και του φορτίου της κοινότητας για 
τα VRE παρατηρήθηκε επίσης σε επίπεδο χώρας. Στις χώρες που απαγορεύτηκε η 
χρήση του εν λόγω αντιβιοτικού σαν αυξητικός παράγοντας, οι VRE δεν ανιχνεύτηκαν 
στα ζώα. Ανάλογα, η σχετική απουσία των VRE μεταξύ των ζώων φάρμας στις Η.Π.Α. 
σχετίζεται θετικά με αποκλεισμούς της χρήσης της. Στη Δανία, οι Aarestrup και συν. 
ανέφεραν υψηλά επίπεδα αντοχής στην βανκομυκίνη και την αβοπαρσίνη μεταξύ 
στελεχών από κόπρανα ζώων (Aarestrup et al. 1998). Καθώς η βανκομυκίνη δεν 
χρησιμοποιείται θεραπευτικά στην κτηνιατρική, συμπέραναν ότι η χρήση της 
αβοπαρσίνης ήταν υπεύθυνη για την επιλογή των VRE. Οι Aarestrup και συν. πρότειναν 
επίσης ότι, λόγω του περάσματος της αβοπαρσίνης μέσου του πεπτικού συστήματος 
χωρίς να απορροφηθεί ή να μεταβολιστεί, η συγκέντρωση του αντιβιοτικού στη 
γαστρεντερική οδό είναι πιθανότατα πάνω από την MIC της αβοπαρσίνης για τους 
ευαίσθητους εντεροκόκκους. Αρκετές μελέτες έχουν αναφέρει τον συσχετισμό μεταξύ 
της χρήσης της αβοπαρσίνης για την προώθηση της ανάπτυξης και της απομόνωσης 
στελεχών VanA VRE από τα ζώα φάρμας (Aarestrup 1998).  
 
Αντιθέτως, στην Σουηδία, όπου τα γλυκοπεπτίδια δεν έχουν χρησιμοποιηθεί σε ζώα από 
το 1985, δεν έχει ανιχνευτεί VRE σε ζώα μέχρι του παρόντος  (van den Bogaard 1998) 
και στις Η.Π.Α., όπου η αβοπαρσίνη δεν έχει χρησιμοποιηθεί ποτέ, δεν έχει βρεθεί 
υψηλού επιπέδου VRE σε κοπρανώδη δείγματα ζώων φάρμας ή υγιών ανθρώπων 
εξωνοσοκομειακά (Coque 1996). Μετά την απαγόρευση της χρήσης αβοπαρσίνης στη 
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Δανία, η επικράτηση των Enterococcus faecium με ανθεκτικότητα στη βανκομυκίνη σε 
χοίρους μειώθηκε από το 52% το 1995 στο 12% το 1997 (Aarestrup 1998). 
 
Η κατανάλωση αντιβιοτικών στην κτηνοτροφία στην Ελλάδα φαίνεται να είναι ευρεία, 
αν και είναι εξαιρετικά δυσχερής η συλλογή λεπτομερών δεδομένων, ιδιαίτερα για τις 
μικρές κτηνοτροφικές μονάδες. Τα γλυκοπεπτίδια, με προεξάρχουσα την αβοπαρσίνη, 
χρησιμοποιούνταν στο παρελθόν ενώ τώρα φαίνεται να έχουν εγκαταλειφθεί μετά την 
απαγόρευσή τους στην Ευρώπη. Άλλα αντιβιοτικά, όπως οι μακρολίδες, οι 
αμινογλυκοσίδες ή οι στρεπτογραμίνες χρησιμοποιούνται εκτεταμένα. Θα πρέπει να 
σημειωθεί ότι οι χορηγούμενες συγκεντρώσεις για να προκληθεί αύξηση του βάρους του 
ζώου υπερβαίνουν κατά πολύ τις θεραπευτικές συγκεντρώσεις. Η χρήση αυτών των 
αντιβιοτικών λοιπόν μπορεί να προκαλεί επιλογή ανθεκτικών σε αυτά εντεροκόκκων οι 
οποίοι διαμέσου των ζωικών τροφίμων μπορεί να μεταφερθούν στον άνθρωπο, όπως 
έχει δείξει και η διεθνής εμπειρία. 
 
Επομένως, επιδημιολογικές μελέτες έχουν δείξει ότι οι VRE μεταδίδονται μέσω της 
χρήσης αβοπαρσίνης και των λοιπών αντιβιοτικών στην κτηνοτροφία στους ανθρώπους 
από την τροφική αλυσίδα (Kayser 2003, Klare et al. 2003). Σύμφωνα με τα 
επιδημιολογικά δεδομένα στην Ευρώπη τα στελέχη VRE είναι πιθανό να εισέρχονται 
στην τροφική αλυσίδα μέσω των ζώων που προορίζονται για τη βιομηχανία των 
τροφίμων και συνεπώς μολυσμένες κτηνοτροφικές εγκαταστάσεις και προϊόντα 
τροφίμων μπορεί να λειτουργούν ως φορείς για τη μετάδοση των VRE στον πληθυσμό 
(Cetinkaya et al. 2000, Robredo et al. 2000, Weinsken 2000, Shepard and Gilmore 
2002). Η ισχύς και η αντοχή των εντεροκόκκων στη θερμοκρασία αναμένεται να 
ενίσχυση την ικανότητά τους για επιβίωση κατά την είσοδό τους στην τροφική αλυσίδα.  
Σύμφωνα με πρόσφατα δεδομένα, η χρήση μακρολίδων και στρεπτογραμινών στην 
κτηνοτροφική παραγωγή χοίρων και πουλερικών συνδέεται με την εμφάνιση αντοχής σε 
αυτά τα αντιβιοτικά στους εντερόκοκκους (Aarestrup et al 1998). 
 
Η σχετική σημασία της χρήσης αβοπαρσίνης κατά της κλινικής χρήσης της 
βανκομυκίνης και τείκοπλανίνης σαν παράγοντες που προάγουν την επιλογή και τη 
διασπορά των GRE είναι ακόμα ασαφής. Στις Η.Π.Α., δεν έχει ποτέ δοθεί άδεια για την 
χρήση της αβοπαρσίνης, ένα γεγονός που πιθανώς εξηγεί την έλλειψη των GRE στην 
κοινότητα και σε μη ανθρώπινες πηγές στις Η.Π.Α. Η αντιφατική εικόνα της Ευρώπης 
υποδεικνύει ότι η αβοπαρσίνη έχει σίγουρα εμπλακεί μέχρι κάποιο βαθμό στη ευρεία 
διάδοση των GRE, αλλά η κλινική σημασία αυτής της χρήσης παραμένει αβέβαιη.  
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Α. ΥΛΙΚΑ - ΜΕΘΟΔΟΙ 
Ι. Δειγματοληψία 
 
 
Η συλλογή των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε κατά τους εαρινούς μήνες του 2008. 
Συλλέχθησαν δείγματα κοπράνων από ζώα 37 κτηνοτροφικών μονάδων της ευρύτερης 
περιοχής της Θεσσαλίας, της Βορείου και Στερεάς Ελλάδας, καθώς και από  
εργαζόμενους των ίδιων κτηνοτροφικών μονάδων. Συγκεκριμένα, συλλέχθησαν 
δείγματα από 7 νομούς:  
o Νομός Πιερίας (3 δείγματα) 
o Νομός Θεσσαλονίκης (11 δείγματα) 
o Νομός Φθιώτιδας (17 δείγματα) 
o Νομός Καρδίτσας (3 δείγματα) 
o Νομός Λάρισας (1 δείγμα) 
o Νομός Φωκίδας (2 δείγματα) 
Τελικός σκοπός αυτού του τρόπου δειγματοληψίας είναι να δημιουργηθούν στην ουσία 
ζεύγη δειγμάτων πάνω στα οποία θα γίνει η σύγκριση της αντιβιοαντοχής στους 
εντεροκόκκους που θα απομονωθούν από αυτά. Κατά τη διάρκεια της δειγματοληψίας 
έγινε μία παράλληλη καταγραφή επιδημιολογικών στοιχείων, στα οποία 
περιλαμβάνονται το είδος του ζώου από το οποίο έγινε λήψη δείγματος κοπράνων, 
καθώς και η ηλικία του εργάτη που έδωσε το δείγμα κοπράνων. Τα παραπάνω 
συνοψίζονται στον πίνακα που ακολουθεί: 
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Πίνακας 5. Σύνολο των δειγμάτων κοπράνων ανάλογα με την περιοχή, το είδος του ζώου και την 
ηλικία για τον άνθρωπο 
Α/Α Περιοχή Ζώο (Είδος) Άνθρωπος (Ηλικία) 
1 Πιερία- Κατερίνη Χοίρος 60-65 ετών 
2 Πιερία- Κατερίνη Χοίρος 60-65 ετών 
3 Πιερία- Κατερίνη Χοίρος 50 ετών 
4 Θεσσαλονίκη Πτηνό 40-50 ετών 
5 Θεσσαλονίκη Πτηνό 55-65 ετών 
6 Θεσσαλονίκη Πτηνό 35-40 ετών 
7 Θεσσαλονίκη Πτηνό 60-65 ετών 
8 Θεσσαλονίκη Πτηνό 55-62 ετών 
9 Θεσσαλονίκη Πτηνό 61 ετών 
10 Θεσσαλονίκη Πτηνό 55-59 ετών 
11 Θεσσαλονίκη Πτηνό 50-60 ετών 
12 Θεσσαλονίκη Πτηνό 35-40 ετών 
13 Θεσσαλονίκη Πτηνό 55 ετών 
14 Θεσσαλονίκη Πτηνό 65-70 ετών 
15 Φθιώτιδα- Μακρακόμη Πτηνό 37 ετών 
16 Φθιώτιδα- Μακρακόμη Πτηνό 33 ετών 
17 Φθιώτιδα- Μακρακόμη Χοίρος 23 ετών 
18 Φθιώτιδα Χοίρος 65 ετών 
19 Φθιώτιδα Χοίρος 45 ετών 
20 Φθιώτιδα Χοίρος 30-40 ετών 
21 Φθιώτιδα Χοίρος 38 ετών 
22 Φωκίδα Χοιρομητέρα 28 ετών 
23 Φωκίδα Χοιρίδιο 32 ετών 
24 Λάρισα Χοίρος 32 ετών 
25 Φθιώτιδα- Λιανοκλάδι Χοίρος 25-30 ετών 
26 Φθίωτιδα- Λαμία Χοιρος 40-50 ετών 
27 Καρδίτσα Χοιρος 40-45 ετών 
28 Καρδίτσα Χοίρος 40-45 ετών 
29 Καρδίτσα Χοιρος 40-45 ετών 
30 Φθίωτιδα- Λαμία Χοίρος 30-37 ετών 
31 Φθίωτιδα- Λαμία Χοίρος 40-45 ετών 
32 Φθίωτιδα- Λαμία Πτηνό (Χήνα) 35-45 ετών 
33 Φθίωτιδα- Λαμία Πτηνό 37 ετών 
34 Φθίωτιδα- Λαμία Πτηνό 30-37 ετών 
35 Φθίωτιδα- Λαμία Χοίρος 40-45 ετών 
36 Φθίωτιδα- Λαμία Πτηνό (Χήνα) 35-45 ετών 
37 Φθίωτιδα- Άμφισσα   Πτηνό  35-45 ετών 
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Ο αριθμός των δειγματοληψιών που έγιναν, καθορίστηκε με βάση τα εξής κριτήρια: 
o Επιλογή των κτηνοτροφικών μονάδων από διαφορετικές περιοχές της 
ηπειρωτικής Ελλάδας  ώστε το σύνολο των δειγμάτων να είναι όσο γίνεται πιο 
αντιπροσωπευτικό της γεωγραφικής περιοχής που εξετάστηκε 
o Επιλογή των κτηνοτροφικών μονάδων από τις συγκεκριμένες περιοχές όπου 
ανατρέφονται διαφορετικά είδη ζώων ώστε το σύνολο των δειγμάτων να  
αναφέρεται σε δύο κατηγορίες ζώων 
Κατά τη διάρκεια του χρονικού διαστήματος που πραγματοποιήθηκαν οι 
δειγματοληψίες προέκυψαν ορισμένα εμπόδια που δεν επέτρεψαν τη συλλογή 
περισσοτέρων δειγμάτων και επιδημιολογικών στοιχείων, με αποτέλεσμα στα αρχικά 
κριτήρια να προστεθούν τα εξής: 
o Έχοντας υπόψη ότι στόχος της δειγματοληψίας είναι να δημιουργηθούν ζεύγη 
δειγμάτων (άνθρωπος - ζώο), η πρόθεση των εργαζομένων στις κτηνοτροφικές 
μονάδες να συνεργαστούν κατά την συλλογή δειγμάτων κοπράνων ανθρώπινης 
προέλευσης 
o Η χρονική διάρκεια των δειγματοληψιών 
o Αδυναμία συνεργασίας με τους εργαζόμενους στις κτηνοτροφικές μονάδες λόγω 
άγνοιας ή απροθυμίας τους να δώσουν στοιχεία σχετικά με τη διατροφή των 
ζώων και τη χορήγηση φαρμάκων σε αυτά  
Τα δείγματα των ζωικών κοπράνων συνελλέχθησαν ακολουθώντας τους απαραίτητους 
κανόνες υγιεινής (γάντια, μάσκα) από την κτηνίατρο κυρίς Χριστοδούλου Μαγδαληνή. 
Τόσο τα ζωικά όσο και τα ανθρώπινα δείγματα τοποθετήθηκαν σε αποστειρωμένους 
περιέκτες και μεταφέρθηκαν στο Εργαστήριο Υγιεινής και Επιδημιολογίας του 
Τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, υπό ψύξη μέσα σε ισόθερμα δοχεία. 
 
 
ΙΙ. Στελέχη βακτηρίων 
 
1. Απομόνωση των στελεχών 
 
Η επεξεργασία των δειγμάτων έγινε μέσα σε 24 ώρες από την ώρα άφιξής τους στο 
εργαστήριο. 
Η μέθοδος για την ανίχνευση και την απομόνωση των εντεροκόκκων που 
χρησιμοποιήθηκε, είναι βασισμένη σε χαρακτηριστικές βιοχημικές ιδιότητές τους, όπως 
περιγράφονται στον πίνακα που ακολουθεί: 
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Πίνακας 6. Χαρακτηριστικές βιοχημικές ιδιότητες των Enterococcus spp. βάσει των οποίων γίνεται 
η προκαταρκτική ταυτοποίησή τους σε επίπεδο γένους 
Βιοχημικές ιδιότητες 
1. Gram θετικοί 
2. Καταλάση θετικοί  
3. Ανάπτυξη σε 6,5% sodium chloride 
4. Ανάπτυξη σε 0,04% sodium azide 
5. Σχηματισμός formazan παρουσία TTC 1% 
6. Υδρόλυση της εσκουλίνης σε εσκουλετίνη 
7. Ανάπτυξη παρουσία 10mg Colistin και 5mg Nalidixic acid 
8. Εμφάνιση α, β, ή καθόλου αιμόλυσης σε αιματούχο άγαρ  
(ανάλογα με το είδος) 
 
Τα στάδια επεξεργασίας που ακολουθήθηκαν είναι: 
1. Δημιουργία εναιωρήματος των κοπράνων:  
Σε στείρο σωληνάριο χωρητικότητας 15ml (Falcon 15m), προστέθηκαν 10ml 
αποστειρωμένου νερού και 20μl κοπράνων, κάτω από ασηπτικές συνθήκες. Κατόπιν, 
έγινε έντονη ανάδευση με τη βοήθεια μηχανικού αναδευτήρα (vortex), ώστε να 
δημιουργηθεί πυκνό εναιώρημα. 
2. Ενοφθαλμισμός σε εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωμα:  
Μεταφέρθηκαν ασηπτικά 10ml του εναιωρήματος πάνω στην επιφάνεια του θρεπτικού 
υποστρώματος Slanetz and Bartley Agar (SB Agar, Merck) και με τη βοήθεια στείρου 
κρίκου έγινε ο ενοφθαλμισμός τους, κάτω από ασηπτικές συνθήκες. Πρόκειται για το 
εκλεκτικό θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιείται κατά κόρον κατά την ανίχνευση και 
καταμέτρηση των Enterococcus spp. σε νερό διά της μεθόδου της διήθησης μέσω 
μεμβράνης. Μπορεί, όμως, να χρησιμοποιηθεί και με την τεχνική της επιφανειακής 
επίστρωσης, όπως και χρησιμοποιείται στην παρούσα μελέτη. Το μέσο περιέχει τη 
χημική ένωση αζίδιο του νατρίου (sodium azide) που αναστέλλει την ανάπτυξη των 
gram-αρνητικών μικροοργανισμών, καθώς και την ένωση triphenyltetrazolium chloride 
(TTC), που αποτελεί τον δείκτη της βακτηριακής ανάπτυξης. Η ένωση αυτή σχηματίζει 
τη formazan στην οποία οφείλεται το κόκκινο (ή κοκκινο-καφέ) χρώμα των αποικιών. 
3. Επώαση: 
Τα ενοφθαλμισμένα τρυβλία επωάστηκαν για 24 ώρες στους 44οC. 
4. Επιβεβαιωτικές δοκιμές: 
Τα επιβεβαιωτικά θρεπτικά υλικά που χρησιμοποιήθηκαν προκειμένου να γίνει 
ταυτοποίηση των αποικιών σε επίπεδο γένους (Enterococcus spp.) είναι: 
- D-Coccosel agar (Bile Esculin Agar, Biomerieux): 
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Οι προς επιβεβαίωση αποικίες ανακαλλιεργούνται στο συγκεκριμένο θρεπτικό μέσο. 
Αυτό περιέχει τη χημική ένωση εσκουλίνη, η οποία παρουσία σιδήρου διασπάται στην 
εσκουλετίνη, που εμφανίζει μαύρο χρώμα. Το αποτέλεσμα είναι άσπρες ή γκρι αποικίες 
με μαύρη άλω. Το συγκεκριμένο μέσο χρησιμοποιείται ως εκλεκτικό για τους 
εντεροκόκκους, αλλά είναι δυνατό να αναπτυχθούν και άλλοι στρεπτόκοκκοι της 
ομάδας D. Για το λόγο αυτό, οι αποικίες που παρουσίασαν την προαναφερόμενη 
μορφολογία ανακαλλιεργήθηκαν σε δεύτερο επιβεβαιωτικό θρεπτικό υλικό. 
- Αιματούχο CNΑ άγαρ (Columbia CNΑ agar, Biomerieux):  
Πρόκειται για το αιματούχο άγαρ εμλουτισμένο με 5% αίμα προβάτου που περιέχει τα 
αντιβιοτικά Colistin και Nalidixic Acid σε συγκεντρώσεις 10mg/L και 5mg/L 
αντίστοιχα. Το Columbia CNΑ agar χρησιμοποιήθηκε για να καθορίσει αιμολυτικές 
αντιδράσεις ενώ η προσθήκη των αντιβιοτικών εμποδίζει την ανάπτυξη των gram-
αρνητικών μικροοργανισμών. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι το συγκεκριμένο θρεπτικό 
μέσο παρουσιάζει σχετικά μεγάλη συγκέντρωση υδατανθράκων, και επομένως, οι β-
αιμολυτικοί στρεπτόκοκκοι είναι δυνατό να παρουσιάσουν πρασινωπή αιμολυτική 
αντίδραση που μπορεί εύκολα να θεωρηθεί εσφαλμένα ως α-αιμόλυση. Οι εντερόκοκκοι 
είναι δυνατό να εμφανίζουν α-, β- ή καθόλου αιμόλυση.  
Τα ενοφθαλμισμένα τρυβλία επωάστηκαν για 24 ώρες στους 44οC. 
Σημειώνεται ότι στις αποικίες αυτές δεν έγινε δοκιμή για χρώση gram, δοκιμή 
καταλάσης και δοκιμή συγκόλλησης για να ταξινομηθούν κατά Lancefield, λόγω της 
χρήσης των ανωτέρω εκλεκτικών μέσων, και ότι κύριος στόχος της χρήσης του 
αιματούχου CNΑ άγαρ ήταν η δημιουργία καθαρών καλλιεργειών. 
 
Για να επιβεβαιωθεί η ταυτοποίηση των εντεροκόκκων αλλά και για να ταυτοποιηθούν 
σε επίπεδο είδους, εφαρμόστηκε στους μικροοργανισμούς σύστημα πολλαπλών 
βιοχημικών δοκιμών, το ΑΡΙ20 STREP (Biomerieux):  
Το APΙ20 STREP είναι ένα σύστημα τυποποίησης των ειδών του γένους Streptococcus 
και Enterococcus το οποίο χρησιμοποιεί ειδικές βιοχημικές δοκιμασίες που 
ολοκληρώνονται σε μια ταινία με μικροκυψελίδες που περιέχει αφυδατωμένα 
υποστρώματα και δείκτες σε μεμονωμένες θέσεις (Ball et al. 1982). Στις μικροκυψελίδες 
προστίθεται βακτηριακό εναιώρημα (4 της κλίμακας McFarland) με πιπέτα Pasteur 
(100-150 μL) στις ειδικές θέσεις. 
Η ταινία επωάζεται για 24h στους 35οC-37oC σε υγρή ατμόσφαιρα. 
Μετά την επώαση προστίθενται τα κατάλληλα αντιδραστήρια για τις δοκιμασίες. Το 
αποτέλεσμα έχει σχέση με την αλλαγή του χρώματος του δείκτη pH σε κάθε 
υπόστρωμα. Ο χαρακτηρισμός του είδους έγινε με βάση το ειδικό λογισμικό APIweb 
(bioMerieux, France). 
Ο χαρακτηρισμός του είδους γίνεται με βάση το APΙ20 STREP Analytical Profile Index 
(Sneath et al. 1986). Οι βιοχημικές αντιδράσεις που χρησιμοποιεί το APΙ20 STREP 
αναφέρονται στον Πίνακα 3. Με το APΙ20 STREP είναι δυνατό να ταυτοποιηθεί 
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επιτυχώς σε επίπεδο είδους ένας gram θετικός, καταλάση αρνητικός κόκκος. Η 
ειδικότητα της μεθόδου ανέρχεται σε 80-99,9% (Colman et al. 1984). 
 
Πίνακας 7. Οι Δοκιμασίες που χρησιμοποιεί το ΑΡΙ20 STREP: 
1) Δοκιμασία παραγωγής ακετυλομεθυλοκαρβινόλης (VP) 
2) Δοκιμασία υδρόλυσης του ιππουρικού νατρίου (ΗΙΡ) 
3) Δοκιμασία υδρόλυσης της εσκουλίνης (ESC) 
4) Δοκιμασία παραγωγής πυρρολινοδάσης (PYRA)  
5) Δοκιμασία παραγωγής α-γαλακτοσιδάσης (α GAL) 
6) Δοκιμασία παραγωγής β-γλυκουρονιδάσης (β GUR) 
7) Δοκιμασία παραγωγής β-γαλακτοσιδάσης (β GAL) 
8) Δοκιμασία παραγωγής αλκαλικής φωσφατάσης (PAL) 
9) Δοκιμασία παραγωγής αμινοπεπτιδάσης της λευκίνης (LAP) 
10) Δοκιμασία υδρολύσεως της αργινίνης (ADH) 
11) Δοκιμασία διάσπασης της ριβόζης (RIB) 
12) Δοκιμασία διάσπασης της αλκοόλης D-μαννιτόλης (ΜΑΝ) 
13) Δοκιμασία διάσπασης της L-αραβινόζης (ARA) 
14) Δοκιμασία διάσπασης της σορβιτόλης (SOR) 
15) Δοκιμασία διάσπασης της λακτόζης (LAC) 
16) Δοκιμασία διάσπασης D-τρεαλόζης (TRE) 
17) Δοκιμασία διάσπασης της ινουλίνης (INU) 
18) Δοκιμασία διάσπασης της ραφινόζης (RAF) 
19) Δοκιμασία διάσπασης του αμύλου (AMD) 
20) Δοκιμασία διάσπασης του γλυκογόνου (GLYG) 
 
2. Έλεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά 
 
Τρεις είναι οι μέθοδοι που χρησιμοποιούνται κυρίως για τον έλεγχο της ευαισθησίας 
των αεροβίων και δυνητικά αναεροβίων βακτηρίων στα αντιβιοτικά : 
1) η μέθοδος διάχυσης του αντιβιοτικού στο άγαρ-μέθοδος των δίσκων 
2) η μέθοδος διάχυσης του αντιβιοτικού στο άγαρ-E-test  
3) ο προσδιορισμός της ελάχιστης ανασταλτικής πυκνότητας με τη μέθοδο αραίωσης 
των αντιβιοτικών σε υγρά ή στερεά θρεπτικά υποστρώματα (Minimum Inhibitory 
Concentration, MIC) 
 
Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος διάχυσης του αντιβιοτικού στο άγαρ 
με δίσκους εμποτισμένους με αντιβιοτικό και ο προσδιορισμός της ελάχιστης 
ανασταλτικής πυκνότητας με τη μέθοδο διάχυσης του αντιβιοτικού στο άγαρ με το Ε-
test. 
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1) Μέθοδος διάχυσης του αντιβιοτικού στο άγαρ-μέθοδος των δίσκων Τεχνική Kirby-
Bauer 
Η μέθοδος αυτή για να έχει ακριβή και αναπαραγώγιμα αποτελέσματα πρέπει να 
ακολουθεί ορισμένους κανόνες σχετικά με τα θρεπτικά υλικά, το εναιώρημα που 
ενοφθαλμίζεται, τους δίσκους αντιβιοτικών, την επώαση και την ανάγνωση των 
αποτελεσμάτων. Σαν θρεπτικό υλικό συνιστάται να χρησιμοποιείται το Mueller-Hinton 
άγαρ (MHA) (Biomerieux), που αποτελεί καλό υπόστρωμα για την ανάπτυξη των 
περισσοτέρων παθογόνων μικροοργανισμών. Επίσης έχει μικρή περιεκτικότητα σε 
ουσίες που αναστέλλουν τη δράση των σουλφοναμιδών, τετρακυκλινών και 
αμινογλυκοσιδών. Επιπλέον το υλικό είναι ισότονο με το αίμα και το pH του δεν 
μεταβάλλεται σημαντικά κατά την ανάπτυξη του μικροοργανισμού (Lennette et al. 
1985, NCCLS 2001). 
Το πάχος του άγαρ στα τρυβλία είναι καθοριστικός παράγοντας για τη διαμόρφωση της 
ζώνης αναστολής και πρέπει να είναι περίπου 4 mm. Η διάχυση του αντιβιοτικού γίνεται 
σε 3 διευθύνσεις, εκτός αν το πάχος του υλικού είναι πολύ μικρό οπότε πολύ γρήγορα 
(όταν η πυκνότητα του αντιβιοτικού στο πυθμένα είναι ίδια όπως στην επιφάνεια) 
γίνεται σε 2 διευθύνσεις, με αποτέλεσμα να διαμορφώνεται τελικά ζώνη αναστολής με 
μεγαλύτερη διάμετρο. Ενώ όταν το πάχος του θρεπτικού υλικού είναι μεγαλύτερο από 4 
mm γίνεται μεγαλύτερη διάχυση του αντιβιοτικού προς το βάθος, με αποτέλεσμα 
μικρότερες ζώνες αναστολής (Lennette et al, 1985). Ταυτόχρονα με τη διάχυση του 
αντιβιοτικού, τα βακτήρια που έχουν τοποθετηθεί στο θρεπτικό υλικό αρχίζουν να 
πολλαπλασιάζονται. 
 
Η ζώνη αναστολής σχηματίζεται όταν η συγκέντρωση του αντιβιοτικού, ίση ή 
μεγαλύτερη από την MIC, επιδρά σε ένα αρκετά μεγάλο βακτηριακό πληθυσμό για να 
επιτύχει την αναστολή του. Αυτό εξηγεί και την εξάρτηση της ζώνης αναστολής από το 
ρυθμό ανάπτυξης του μικροοργανισμού και από την ταχύτητα διάχυσης του 
αντιβιοτικού στο άγαρ (Lennette et al., 1985). 
 
Η μικρότερη συγκέντρωση του αντιβιοτικού που δεν επιτρέπει την ορατή ανάπτυξη του 
μικροοργανισμού καλείται ελάχιστη ανασταλτική πυκνότητα του αντιβιοτικού, 
(Minimum Inhibitory Concentration, MIC). H τιμή της MIC θεωρείται ωs κριτήριο 
αναφοράς ώστε να ορισθεί η ευαισθησία ενός μικροοργανισμού. Με βάση τις 
πυκνότητες των αντιβιοτικών που επιτυγχάνονται στο αίμα και των τιμών της MIC 
καθορίζονται 4 κατηγορίες ευαισθησίας (NCCLS, 1982). 
1. Ευαίσθητοι: μικροοργανισμοί που αναστέλλονται από πυκνότητες αντιβιοτικών που 
επιτυγχάνονται στο αίμα κατά τη συνήθη θεραπευτική χορήγηση. 
2. Μέτρια ευαίσθητοι: μικροοργανισμοί που αναστέλλονται όταν το φάρμακο 
χορηγείται στη μέγιστη ανεκτή δοσολογία. 
3. Ανθεκτικοί: μικροοργανισμοί που δεν αναστέλλονται από πυκνότητες που 
επιτυγχάνονται συνήθως στο αίμα. 
Η πυκνότητα του ενοφθαλμίσματος αποτελεί σημαντικό παράγοντα για την 
διαμόρφωση της ζώνης αναστολής. Αν οι δίσκοι και το θρεπτικό υλικό είναι σταθερά, ο 
κυριότερος παράγοντας για την αναπαραγωγιμότητα της μεθόδου είναι η πυκνότητα του 
ενοφθαλμίσματος. Μεγάλη πυκνότητα εναιωρήματος έχει σαν αποτέλεσμα να 
διαμορφώνονται ζώνες αναστολής μικρότερης διαμέτρου (Lennette et al., 1985). 
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Οι δίσκοι των αντιβιοτικών αποτελούνται από διηθητικό χαρτί (Whatman No1 ή 
Schleicher και Schuell Nο 740 E) και έχουν διάμετρο περίπου 6 mm. Η περιεκτικότητα 
του δίσκου σε αντιβιοτικό είναι προκαθορισμένη. Στην παρούσα μελέτη τα αντιβιοτικά 
που χρησιμοποιήθηκαν με τη μορφή δίσκου ήταν τα:  Αμπικιλλίνη (Ampicillin, AM), 
και σε μερικές περιπτώσεις τα: Τεϊκοπλανίνη (Teicoplanin, TEC) και Βανκομυκίνη 
(Vancomycin, VA) (BD BBL
TM
 Sensi-Disc
TM
, Becton Dickinson and Co, Maryland, 
USA).  
Τα στάδια που ακολουθήθηκαν κατά την εφαρμογή της μεθόδου είναι τα ακόλουθα:  
1. 4-5 αποικίες καθαρού καλλιεργήματος του μικροοργανισμού διαλύονται σε 
δοκιμαστικό σωλήνα με 5 ml φυσιολογικό ορό. Η θολερότητα του καλλιεργήματος 
ρυθμίζεται ώστε να είναι ίση με την θολερότητα του προτύπου θολοσιμετρικού 
διαλύματος της κλίμακαs Μc Farland No 0.5. 
2. Εμβαπτίζεται βαμβακοφόρος στυλεός στο σωληνάριο για την παραλαβή του 
καλλιεργήματος. Η περίσσεια του καλλιεργήματος αφαιρείται με πίεση και σταθερά 
περιστροφή του στυλεού στο εσωτερικό τοίχωμα του σωληναρίου, πάνω από το 
εναιώρημα. 
3. Ο βαμβακοφόρος στυλεός σύρεται στη συνέχεια σε τρυβλίο με MHA σε τρεις ή 
τέσσερις διευθύνσεις, ώστε να επιτευχθεί ομοιόμορφη σπορά του υλικού. Γίνεται και 
μια τελική κίνηση του στυλεού κυκλικά στη περιφέρεια του τρυβλίου. Έτσι 
επιτυγχάνεται συρρέουσα ανάπτυξη του μικροβίου. 
4. Τοποθετούνται οι δίσκοι αντιβιοτικών με αποστειρωμένη λαβίδα αφού περάσουν 5-
15 λεπτά μετά τον ενοφθαλμισμό του βακτηρίου ώστε να απορροφηθεί η υγρασία, και 
σε απόσταση όχι μικρότερη των 24 mm από κέντρο σε κέντρο των δίσκων, ώστε να μην 
αλληλεπικαλύπτονται οι ζώνες αναστολής (Δημητρακόπουλος, 1987).. 
5. Η επώαση των τρυβλίων γίνεται στους 35οC για 18-24 ώρες και πρέπει να αρχίζει το 
αργότερο 15 λεπτά μετά την τοποθέτηση των δίσκων για να αποφευχθεί η υπερδιάχυση 
του αντιβιοτικού (Δημητρακόπουλος, 1987).. 
Η ανάγνωση των αποτελεσμάτων γίνεται μετά την επώαση και αφού μετρηθεί ακριβώς 
η διάμετρος της ζώνης αναστολής. Σαν όριο της ζώνης αναστολής θεωρείται το σημείο 
όπου δεν παρατηρείται μικροβιακή ανάπτυξη με γυμνό μάτι. Η διάμετρος της ζώνης 
αναστολής για τα επιμέρους αντιβιοτικά που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη 
περιλαμβάνονται στον πίνακα 4. 
 
 
2) Μέθοδος διάχυσης του αντιβιοτικού στο άγαρ, E-test 
Προσδιορίσθηκε η ελάχιστη ανασταλτική πυκνότητα (MIC) με τη μέθοδο του E-test. Η 
αρχή του E-test στηρίζεται στο συνδυασμό των μεθόδων της διάχυσης του αντιβιοτικού 
σε άγαρ και των αραιώσεων του αντιβιοτικού σε άγαρ. Επειδή οι τιμές της MIC από το 
E-test ορίζονται από μια προκαθορισμένη και συνεχή σταθερά συγκέντρωσης του 
αντιβιοτικού, είναι πολύ πιο ακριβής από τη συμβατική MIC η οποία στηρίζεται σε δυο 
σειρές διαδοχικών αραιώσεων (Baker et al. 1991). Μία ταινία E-test περιλαμβάνει σειρά 
διαδοχικών συγκεντρώσεων του αντιβιοτικού και το μέγεθός της είναι 0,55 mm x 6 mm. 
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Σε όλα τα στελέχη έγινε E-test σε 5 αντιβιοτικά χρησιμοποιώντας βακτηριακό 
εναιώρημα (0,5 της κλίμακας McFarland) σε φυσιολογικό ορό. Το εναιώρημα 
επιστρώθηκε σε Mueller-Hinton άγαρ ΜΗΑ (BBL) σε τρυβλία 150 mm και πάχους 4,0-
5,0 mm. Τοποθετήθηκαν στο ΜΗΑ οι ταινίες E-test μια για κάθε αντιβιοτικό (μέχρι 6 
ταινίες σε κάθε τρυβλίο),με τη βοήθεια αποστειρωμένης λαβίδας. Ακολούθησε επώαση 
στους 35οC για 24h. 
Η ανάγνωση της τιμής της MIC έγινε αφού ολοκληρώθηκε η ανάπτυξη του 
μικροοργανισμού, διαβάζοντας την τιμή που αναγράφεται στην ταινία στο σημείο που 
σταματάει η ανάπτυξη του βακτηρίου, συμπεριλαμβάνοντας ακόμα και τις μεμονωμένες 
αποικίες. Οι μεμονωμένες αποικίες που μπορεί να αναπτυχθούν μέσα στη ζώνη 
αναστολής λόγω χαμηλού επιπέδου μετάλλαξης, σύμφωνα με τα πρότυπα της NCCLS, 
ορίζουν την τιμή της M.I.C. (Bolmstrom et al. 1993). Η λεπτή γραμμή ανάπτυξης 
μικροβιακού πληθυσμού γύρω από την ταινία του E-test αγνοήθηκε (Baker et al. 1991). 
Με τη μέθοδο του E-test στην παρούσα μελέτη καθορίσθηκε η τιμή της MIC όλων των 
στελεχών σε 8 αντιβιοτικά. Τα αντιβιοτικά αυτά είναι: Γενταμικίνη (Gentamicin, GM), 
Στρεπτομυκίνη (Streptomycin, SM) και σε ορισμένες περιπτώσεις: Βανκομυκίνη 
(Vancomycin, VA) και Τεϊκοπλανίνη (Teicoplanin, TP). 
Η ανάγνωση των αποτελεσμάτων γίνεται μετά την επώαση και αφού μετρηθεί ακριβώς 
σε ποια τιμή της MIC πάνω στην ταινία αντιστοιχεί το σημείο όπου δεν παρατηρείται 
μικροβιακή ανάπτυξη με γυμνό μάτι. Τα όρια ευαισθησίας της MIC για τον 
εντερόκοκκο που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη περιλαμβάνονται στον πίνακα 4. 
Πρέπει να σημειωθεί ότι ο λόγος που επιλέχθηκε να χρησιμοποιηθούν και οι δύο 
μέθοδοι είναι καθαρά η ανεπάρκεια των υλικών, και τονίζεται ότι από της δύο μεθόδους 
πιο εύκολη στην εφαρμογή και με πιο αξιόπιστα και ευανάγνωστα αποτελέσματα 
θεωρείται η δεύτερη μέθοδος. 
 
Πίνακας 8. Συνοπτικός ερμηνευτικός πίνακας των αντιβιοτικών που χρησιμοποιήθηκαν, τα όρια 
των ζωνών αναστολής και οι αντίστοιχες MICs, που ισχύουν για το γένος του εντερόκοκκου.  
Κατηγορία 
αντιβιοτικού 
Αντιβιοτικά 
MIC (μg/mL) 
- 
Διάμετρος ζώνης αναστολής 
(mm)* 
Μέθοδος 
προσδιορισμού της 
ευαισθησίας 
S I R 
Αμινογλυκοσίδες 
Gentamycin (GM) ≤ 500 - > 500 E-test, VITEK  
Streptomycin (SM) ≤ 1000 - > 1000 E-test, VITEK  
Γλυκοπεπτίδια 
Vancomycin (VA) 
≤ 4 8 > 8 E-test, VITEK  
 5μg*  
Kirby-Bauer 
12 - 13 
Teicoplanin (TP) 
2 - 2 E-test, VITEK  
 30μg*  
Kirby-Bauer 
≤ 19 - ≥ 20 
Πενικιλλίνες Ampicillin (AM) 
≤ 4 8 > 8 VITEK  
 2μg*  
Kirby-Bauer 
≤ 19 - ≥ 20 
Μακρολίδες Erythromycin (E) ≤ 0.5 1 - 4 ≥ 8 VITEK  
Τετρακυκλίνες Tetracycline (TE) ≤ 4 8 > 16 VITEK  
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 S=Ανθεκτικό, I=Μέτρια ευαίσθητο, R=Ευαίσθητο 
*Ποσότητα του αντιβιοτικού που είναι εμποτισμένη στον δίσκο 
Συμπληρωματικά για την ταυτοποίηση και τον έλεγχο της αντοχής των στελεχών στα 
αντιβιοτικά χρησιμοποιήθηκε το ημι-αυτόματο σύστημα ταυτοποίησης και ελέγχου 
ευαισθησίας, το VITEK 2 (Biomerieux). Πρόκειται για μία συσκευή που διαθέτει 
σύστημα ρύθμισης κατάλληλων για κάθε μικροοργανισμό επωαστικών συνθηκών, 
καθώς και αυτόματο σύστημα σάρωσης των ανάλογων κωδικών που συνοδεύουν τις 
κάρτες ταυτοποίησης ή ελέγχου ευαισθησίας που τοποθετεί ο αναλυτής στις κατάλληλες 
θέσεις ειδικού περιστροφικού συστήματος του μηχανήματος. Το όλο σύστημα είναι 
συνδεδεμένο με Η/Υ που διαθέτει ειδικό λογισμικό και εκτυπωτή.  
Τα στάδια που ακολουθήθηκαν κατά την εφαρμογή της μεθόδου είναι τα ακόλουθα:  
1. 4-5 αποικίες καθαρού καλλιεργήματος του μικροοργανισμού διαλύονται σε 
δοκιμαστικό σωλήνα με 5 ml φυσιολογικό ορό. Η θολερότητα του καλλιεργήματος 
ρυθμίζεται ώστε να είναι ίση με την θολερότητα του προτύπου θολοσιμετρικού 
διαλύματος της κλίμακαs Μc Farland No 0.5. 
2. Αφού παρασκευαστεί το εναιώρημα του εντεροκόκκου κατάλληλης θολερότητας, 
ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή, συνδέεται για κάθε εντεροκοκκικό 
στέλεχος, μία κάρτα ταυτοποίησης των gram + μικροβίων (VITEK 2 Compact 
Identification card GP) καθώς και μία κάρτα ελέγχου της ευαισθησίας στα αντιβιοτικά για 
το gram + βακτήρια (VITEK 2 Compact Susceptibility card GP), με το βακτηριακό 
εναιώρημα σε ειδικές θέσεις στο σύστημα VITEK 2.     
3. Εφαρμόζεται το κατάλληλο πρόγραμμα για τον εντερόκοκκο (πρόγραμμα για το gram 
+ μικρόβια), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή, και μετά το πέρας του χρόνου 
επώασης, λαμβάνονται εκτυπωμένα τα αποτελέσματα της ανάλυσης.   
4. Παράλληλα με την εφαρμογή του συστήματος VITEK 2, πραγματοποιείται και η 
μέθοδος E-test, για τον έλεγχο τόσο της ορθότητας των αποτελεσμάτων της ευαισθησίας 
στα αντιβιοτικά, όσο και της καθαρότητας του βακτηριακού εναιωρήματος. 
 
 ΙΙΙ. Μοριακές τεχνικές 
 
1. Απομόνωση χρωμοσωμικού DNA 
 
 
Η παρασκευή χρωμοσωμικού DNA επιτυγχάνεται συνήθως με μεθόδους που 
στηρίζονται στη λύση κυττάρων με πρωτεϊνάση Κ υπό την παρουσία EDTA και ενός 
απορρυπαντικού διαλύτη (όπως SDS) ή με τη βοήθεια μαγνητικού διαχωρισμού. Οι 
μέθοδοι ποικίλλουν ανάλογα με το  μοριακό βάρος του DNA  και την τεχνική που 
πρόκειται να ακολουθήσει για το χαρακτηρισμό του γονοτύπου. Περιγράφονται δυο 
μέθοδοι απομόνωσης χρωμοσωμικού DNA: με μαγνητικό διαχωρισμό (?) και σε 
δίσκους αγαρόζης.  
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1.1.  Παρασκευή χρωμοσωμικού DNA με μαγνητικό διαχωρισμό 
 
 
Η απομόνωση του DNA έγινε με τη βοήθεια της αυτόματης συσκευής Magtration – 
Magazorb DNA Extractor 12GC (Βαρελάς). Πρόκειται για μία συσκευή που εξαλοίφει 
το φιλτράρισμα, τη φυγοκέντρηση ή την χρήση χλωροφορμίου/φαινολών για την 
απομόνωση του DNA που χρησιμοποιούνται συνήθως για την καθαροποίηση του 
νουκλεϊκού οξέος. Ουσιαστικά η μέθοδος βασίζεται στο μαγνητικό φιλτράρισμα των 
μορίων νουκλεϊκού οξέος. διαθέτει σύστημα ρύθμισης κατάλληλων για κάθε 
μικροοργανισμό επωαστικών συνθηκών, καθώς και αυτόματο σύστημα σάρωσης των 
ανάλογων κωδικών που συνοδεύουν τις κάρτες ταυτοποίησης ή ελέγχου ευαισθησίας 
που τοποθετεί ο αναλυτής στις κατάλληλες θέσεις ειδικού περιστροφικού συστήματος 
του μηχανήματος. Το όλο σύστημα είναι συνδεδεμένο με Η/Υ που διαθέτει ειδικό 
λογισμικό και εκτυπωτή. Τα μαγνητικά σφαιρίδια βρίσκονται παγιδευμένα στο 
εσωτερικό των ρυγχών, παρέχοντας βελτιωμένη έκπλυση και ανάκτηση του DNA, ενώ 
τα ρύγχη αυτά απορρίπτονται αποφεύγοντας έτσι τη διασταυρούμενη επιμόλυνση.  
Τα στάδια που ακολουθήθηκαν κατά την εφαρμογή της μεθόδου είναι τα ακόλουθα:  
1. Παρασκευάζεται εναιώρημα βακτηρίων θολερότητας 4 της κλίμακας McFarland σε 1 
mL dH2O από 18ωρη καλλιέργεια στο στερεό θρεπτικό υπόστρωμα με Chocolate Agar.  
2. Αφού παρασκευαστεί το εναιώρημα του εντεροκόκκου κατάλληλης θολερότητας, 
τποθετούνται 200μl του εναιωρήματος σε πλαστικά στείρα σωληναρια τύπου eppedorf 
των 1,5ml. Τα σωληνάρια τοποτούνται σε ειδικές θέσεις της συσκευής. Το ίδιο 
συμβαίνει και με τα ειδικά ρύγχη μαζί με τα αντίστοιχα καψίδια των ρυγχών. 
3. Εφαρμόζεται το κατάλληλο πρόγραμμα για το πρωτόκολλο που μας ενδιαφέρει, 
σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή, και μετά το πέρας του προγράμματος  
λαμβάνονται τα μόρια του DNA στα ειδικά σωληνάρια έκλουσης. 
Ακολουθεί αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR). 
 
 
1.2.  Απομόνωση DNA και εγκλεισμός σε δίσκους αγαρόζης 
 
 
Υλικά 
1. Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco) 
2. PIV : 
 10 mM Tris  
 1 Μ NaCl  
3. Low Melting Temperature Agarose (Sigma Aldrich) 
4. Λυτικό ρυθμιστικό διάλυμα EC: 
 6 mM Tris-HCl, pH 8 
 1 M NaCl  
 100 mM EDTA pH 8.0 
 0,2% Na-deoxycolate  
 0,5% Na-laurylsarcosine, Sigma 
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 50 μg/mL RNaseA  
 100 μg/mL Lysozyme  
 50 μg/mL Lysostaphin, Sigma   
5. ESP:  
 0.5 M EDTA, pH 9.0 
 1% Na-laurylsarcosine 
 1 mg/mL proteinase K (Invitrogen)  
6. TE: 
 10 mM Tris-HCl, pH 7,5 
 1 mM EDTA, pH 8.0 
Τα στάδια που ακολουθήθηκαν κατά την εφαρμογή της μεθόδου είναι τα ακόλουθα:  
1. Αρχικά από στερεές καλλιέργειες σε αιματούχο άγαρ γίνονται υγρές, με καλλιέργεια 
μιας αποικίας στελέχους σε 5 mL Tryptic Soy Broth και 18ωρη επώαση στους 37 0C, 
υπό ανάδευση στις 180 rpm.  
2. Το ίζημα μετά από φυγοκέντρηση 0,5 mL επωασμένης υγρής καλλιέργειας στις 
13000 για 2 λεπτά, επαναδιαλύεται σε 0,5 mL διαλύματος PIV. Μετά από δεύτερη 
φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 2 λεπτά και  απόρριψη του υπερκειμένου, το ίζημα 
επαναδιαλύθηκε σε 0,2 μL PIV.  
3. Στη συνέχεια, 5 μL από κάθε δείγμα διαλυμένα σε 1 mL PIV γίνεται φωτομέτρηση 
στα 620 nm (αραίωση 1: 210). Τα δείγματα είναι αποδεκτά εάν οι οπτικές απορροφήσεις 
είναι >0,15. Ο όγκος PIV, που χρειάζεται να προστεθεί στο εναιώρημα, ώστε να 
εξισωθεί η πυκνότητα βακτηριακού εναιωρήματος σε όλα τα δείγματα, υπολογίζεται 
από την σχέση (40 x OD620 x 210) – 210, (το 40 προκύπτει από την αραίωση του 
δείγματος (1000 μL PIV/5 μL εναιωρήματος).  
4. Τα φιαλίδια eppendorf με τα εναιωρήματα των βακτηρίων, καθώς και μια σειρά με 
αντίστοιχα άδεια φιαλίδια, διατηρούνται στους 42oC. Στην ίδια θερμοκρασία 
τοποθετείται και low melting αγαρόζη 1,5 %, η οποία πρέπει να διατηρηθεί σε αυτή τη 
θερμοκρασία για τουλάχιστον 10 λεπτά πριν τη χρήση.  
5.  Για την παρασκευή των δίσκων χρησιμοποιήθηκε 1,5% low melting temperature 
agarose (Sigma Aldrich) και για κάθε 0,15gr προστίθενται 10ml PIV. Στη συνέχεια, 100 
μL βακτηριακού εναιωρήματος αναμίχθηκαν με ίσο όγκο αγαρόζης και το μίγμα 
εναιωρήματος-αγαρόζης μετά από ανάδευση μοιράστηκε σε σταγόνες των 20 μL. Οι 
σταγόνες τοποθετήθηκαν σε γυάλινη πλάκα (20 cm x 20 cm), καλυμμένη με parafilm 
και καλύφθηκαν με αντικειμενοφόρο πλάκα, ώστε να πάρουν τη μορφή δίσκου. Από 
κάθε δείγμα παρασκευάστηκαν 6-8 δίσκοι αγαρόζης. Η γυάλινη πλάκα με τα δισκάκια 
μεταφέρθηκε στους -20oC για 5 λεπτά ακριβώς και στη συνέχεια για 10 min σε 
θερμοκρασία δωματίου.  
6. Ακολούθως, οι δίσκοι αγαρόζης μεταφέρθηκαν σε πλαστικό αποστειρωμένο φιαλίδιο 
των 15 mL που περιείχε 1 mL λυτικού διαλύματος EC (για κάθε 0,5ml διαλύματος EC 
χρησιμοποιούνται 2,5μl RNase A συγκέντρωσης 10mg/ml, 2,5μl Lysostaphine 
συγκέντρωσης 20mg/ml και 2,5μl  Lysozyme συγκέντρωσης 10mg/ml).  
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7. Μετά από επώαση για 3 ώρες στους 37oC, το EC λυτικό διάλυμα απορρίφθηκε και 
προστέθηκε 1 mL διαλύματος ESP (για κάθε 0,5ml διαλύματος ES χρησιμοποιούνται 
0.5mg Πρωτεϊνάσης Κ). Ακολούθησε επώαση στους 50oC για 17 ώρες. 
8. Έπειτα από την απόρριψη του ESP διαλύματος, προστέθηκαν 13 mL διαλύματος ΤΕ 
1Χ και ακολούθησε ήπια ανάδευση για τουλάχιστον 30 λεπτά. Οι εκπλύσεις 
επαναλήφθηκαν 5 φορές με σκοπό την πλήρη απομάκρυνση της πρωτεϊνάσης Κ. Τέλος, 
τα δείγματα φυλάχθηκαν στους 4oC σε 1 mL διαλύματος ΤΕ. 
 
 
 
2. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polyperase Chain Reaction – PCR) 
 
 
Υλικά 
1. Ζεύγος συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων-εκκινητών (primers), ειδικών για το 
κάθε γονίδιο, 100 pm/μL 
2. Μίγμα 25 mM των τεσσάρων τριφωσφονουκλεοτιδίων (Deoxyribonucleoside 
triphosphates, dNTPs, 2’-deoxynucleoside 5’-triphosphate, dATP, dTTP, dCTP, 
dGTP) 
3. Taq DNA polymerase (Invitrogen) 
4. Ρυθμιστικό διάλυμα 10x:   
 200 mM Tris-HCl, pH 8.4 
 500 mM KCl 
5. 50 mΜ MgCl2 
 
 
2.1.  Αρχή της μεθόδου 
 
 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) εφαρμόζεται για να ενισχύσει ένα τμήμα 
DNA που βρίσκεται ανάμεσα σε δυο περιοχές γνωστής αλληλουχίας.  
 
Δύο ολιγονουκλεοτίδια χρησιμοποιούνται ως εκκινητές (primers) για μια σειρά 
συνθετικών αντιδράσεων που καταλύονται από τη DNA πολυμεράση (Saiki et al. 1988). 
Αυτά τα ολιγονουκλεοτίδια τυπικά έχουν διαφορετικές αλληλουχίες και είναι 
συμπληρωματικές των αλληλουχιών οι οποίες βρίσκονται στις απέναντι αλυσίδες 
δίκλωνου μορίου DNA. Αρχικά, το δίκλωνο DNA αποδιατάσσεται σε υψηλή 
θερμοκρασία υπό την παρουσία μοριακής περίσσειας από κάθε ένα από τα δύο 
ολιγονουκλεοτίδια και τεσσάρων τριφωσφονουκλεοτιδίων (Deoxyribonucleoside 
triphosphates, dNTPs, 2’-deoxynucleoside 5’-triphosphate, dATP, dTTP, dCTP, dGTP). 
Το μείγμα της αντίδρασης ψύχεται σε θερμοκρασία που επιτρέπει την αναδιάταξη των 
ολιγονουκλεοτιδίων στις αλληλουχίες-στόχους. Οι αναδιαταγμένοι εκκινητές 
προεκτείνονται με τη δράση της DNA πολυμεράσης συμπληρωματικά με τη μία 
αλυσίδα του DNA στόχου. Ο κύκλος της αποδιάταξης, αναδιάταξης και σύνθεσης του 
DNA επαναλαμβάνεται αρκετές φορές. Επειδή τα προϊόντα ενός κύκλου χρησιμεύουν 
ως μητρικά μόρια για τα επόμενα, κάθε κύκλος διπλασιάζει το ποσό του επιθυμητού 
προϊόντος DNA. Το μεγαλύτερο προϊόν αυτής της εκθετικής αντίδρασης είναι ένα 
τμήμα διπλής έλικας DNA του οποίου το τελευταίο άκρο ορίζεται από το 5’-τελικό 
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άκρο των ολιγονουκλεοτιδίων και το μήκος του είναι η απόσταση ανάμεσα στους 
εκκινητές. Το μεγαλύτερο μήκος που πολλαπλασιάζεται δεν μπορεί να υπερβεί τις 1000-
1300 βάσεις (Saiki et al. 1988).  
 
Χρησιμοποιήθηκε η θερμοανθεκτική DNA πολυμεράση που απομονώνεται από το 
θερμόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus (Taq DNA polymerase). Το ένζυμο εξυπηρετεί  
την παρατεταμένη επώαση στους 95oC, δεν καταστρέφεται στο στάδιο της αποδιάταξης 
και δε χρειάζεται να αντικαθίσταται σε κάθε κύκλο της αντίδρασης. Κάτω από τις 
συνηθισμένες συνθήκες, το ποσό της Taq πολυμεράσης περιορίζεται μετά από τους 25-
30 κύκλους (Saiki et al. 1988). 
 
Τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιμοποιούνται για την πριμοδότηση της PCR, συνήθως 
έχουν μήκος 16-24 βάσεις. Οι εκκινητές που ξεπερνούν τα 10 νουκλεοτίδια σε μήκος 
είναι μικρής δύναμης διαλογής, αλλά και πάλι εξαρτώνται από τη θερμοκρασία 
αναδιάταξης στην αντίδραση. Συνήθως χρησιμοποιούνται στην PCR σε συγκέντρωση 
0,3-9 μΜ. Η παρουσία υψηλής συγκέντρωσης ολιγονουκλεοτιδίων μπορεί να 
προκαλέσει ενεργοποίηση έκτοπων θέσεων, με αποτέλεσμα την ενίσχυση μη-θεμιτών 
αλληλουχιών. Η PCR είναι μη αποδοτική όταν η συγκέντρωση των εκκινητών είναι 
περιορισμένη (Oste 1988). Επίσης, τα προϊόντα της αντίδρασης εξαρτώνται από την 
ποιότητα και την καθαρότητα των εκκινητών. Τα dNTPs χρησιμοποιούνται σε 
κορεσμένη συγκέντρωση (200 μΜ για κάθε dNTP) (Oste 1988). 
 
Τα προϊόντα της PCR ανιχνεύονται πάνω σε πηκτή αγαρόζης συνήθως 1,5% μέσω 
ηλεκτροφόρησης. 
 
Οι εφαρμογές της τεχνικής της PCR είναι οι ακόλουθες: 
  
1. Παραγωγή ειδικών αλληλουχιών ενός κλωνοποιημένου διπλής έλικας μορίου 
DNA για τη χρήση του ως ανιχνευτή σε πειράματα υβριδισμού. 
2. Παραγωγή ανιχνευτών ειδικών για μη-κλωνοποιημένα γονίδια από επίλεκτη 
ενίσχυση ενός εξιδεικευμένου τμήματος cDNA. 
3. Παραγωγή βιβλιοθήκης cDNA από μικρά ποσά mRNA. 
4. Παραγωγή μεγάλων ποσών DNA για ανάλυση αλληλουχιών. 
5. Αναλύσεις μεταλλάξεων. 
6. Τυποποίηση βακτηρίων με βάση το αποτύπωμα DNA (DNA fingerprinting). 
 
 
 
2.2.  Ταυτοποίηση των E. faecalis και E. faecium 
 
 
Η επιβεβαίωση των ταυτοποιημένων σε επίπεδο είδους στελεχών με τη χρήση του ΑΡΙ 
και του VITEK, γίνεται με την ανίχνευση χαρακτηριστικών γονιδίων τα οποία 
κωδικοποιούν ειδική αμινοξική αλληλουχία αντίστοιχα στο είδος E. faecalis και E. 
faecium. Οι χρησιμοποιηθέντες εκκινητές είναι χαρακτηριστικοί των πιο συχνά 
απαντώμενων δύο εντεροκοκκικών ειδών και χρησιμοποιούνται κατά κόρον μέσω της 
PCR, για το διαχωρισμό και την ταυτοποίηση αυτών των στελεχών. 
Πραγματοποιήθηκαν δύο αντιδράσεις με τα ζεύγη εκκινητών FM1-FM2 και FL1-FL2, 
που έδωσαν προϊόντα 1091 και 360 bp, αντίστοιχα. Η νουκλεοτιδική αλληλουχία των 
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εκκινητών αναφέρεται στον Πίνακα 5. Το μίγμα αντιδράσεων και οι θερμικές συνθήκες 
κυκλοποίησης αναφέρονται στους Πίνακες 6 και 7.  
 
 
Πίνακας 9. Νουκλεοτιδική αλληλουχία των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR 
Εκκινητές Αλληλουχία νουκλεοτιδίων 
FL1 5΄-ACTTATGTGACTAACTTAACC-3΄ 
FL2 5΄-TAATGGTGAATCTTGGTTTGG-3΄ 
FM1 5΄-GAGTAAATCACTGAACGA-3΄ 
FM2 5΄-CGCTGATGGTATCGATTCAT-3΄ 
 
 
Πίνακας 10. Σύνθεση του μίγματος αντίδρασης της PCR 
Μίγμα αντίδρασης Ποσότητα (μL) 
10x ρυθμιστικό διάλυμα ενίσχυσης (χωρίς MgCl2) 5 
MgCl2 (50mM) 3 
Εκκινητής 1 (10 pm/μL) 0,5 
Εκκινητής 2 (10 pm/μL) 0,5 
Μίγμα dNTPs (25mM) 1 
Taq DNA polymerase (5 IU/μL) 0,4 
Αποστειρωμένο H20 34,6 
DNA (100 ng/μL) 5 
Τελικός όγκος 50 
 
 
Πίνακας 11. Θερμικές συνθήκες της PCR 
Στάδιο 
Συνθήκες 
 
Αριθμός κύκλων 
Αρχική αποδιάταξη 95° για 4 min 1 
Αποδιάταξη 95° για 30 sec 
30 Αναδιάταξη 55° για 1 min 
Επιμήκυνση 72°C για 1 min 
Τελική επιμήκυνση 72°C για 7 min 1 
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3.  Ανάλυση χρωμοσωμικού DNA με ηλεκτροφόρηση σε παλλόμενο ηλεκτρικό πεδίο 
(Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE) 
 
 
Η συμβατική ηλεκτροφόρηση αγαρόζης είναι μίας κατεύθυνσης, «έλκοντας» σταθερά 
τα μόρια του DNA (φορτισμένα αρνητικά) μέσα σε ένα πήκτωμα αγαρόζης και σε 
αλκαλικό ρυθμιστικό διάλυμα προς το θετικό πόλο. Κάτω από αυτές τις συνθήκες, τα 
μόρια του DNA που είναι μικρότερα των 40-50 Kb μετακινούνται στην αγαρόζη 
ανάλογα του μεγέθους τους (Lumpkin et al. 1982). 
 
Στην ηλεκτροφόρηση εναλλασσόμενου ηλεκτρικού πεδίου (PFGE), αλλάζοντας 
συνεχώς τη θέση των πόλων, τα μόρια του DNA επαναπροσανατολίζονται συνεχώς 
κατά τη μετακίνησή τους σε πήκτωμα αγαρόζης (Carle et al. 1986). Επίσης, οι 
ηλεκτρικοί παλμοί διαφορετικής διάρκειας επιτυγχάνουν τον επαναπροσανατολισμό 
μεγάλων μορίων DNA, δηλαδή μακράς διάρκειας παλμοί εξυπηρετούν τον 
επαναπροσανατολισμό μεγάλων μορίων DNA και αντίστροφα. Έτσι, όσο μεγαλύτερο 
είναι το μόριο του DNA τόσο μεγαλύτερος είναι ο χρόνος που απαιτείται για αυτή την 
επαναφορά. 
 
Μόρια DNA των οποίων ο χρόνος επαναπροσανατολισμού είναι μικρότερος από τη 
διάρκεια του ηλεκτρικού παλμού, θα κλασματωθούν ανάλογα με το μέγεθός τους (Chu 
et al. 1986). 
 
Εναλλάσσοντας την κατεύθυνση αλλά και τη διάρκεια του ηλεκτρικού πεδίου, η PFGE 
επιτρέπει τον καλύτερο διαχωρισμό τμημάτων DNA πολύ μεγαλύτερων από τις 1.000 
Kb σε μήκος, όπως τμήματα DNA μέγα-βάσεων (Chu et al. 1986). 
 
Στη συσκευή CHEF (contour-clamped homogenous field electrophoresis), (Chu et al. 
1986), το ηλεκτρικό πεδίο δημιουργείται από πολλαπλά ηλεκτρόδια τα οποία είναι 
σχεδιασμένα σε ένα τετράγωνο ή εξάγωνο γύρω από ένα οριζόντιο πήκτωμα, 
εφαρμοσμένα δυναμικά. Ο εξάγωνος σχεδιασμός των ηλεκτροδίων δημιουργεί πεδία 
γωνίας 120ο ή 60ο ανάλογα με τη θέση του πηκτώματος και την πολικότητα των 
ηλεκτροδίων. 
 
Η ευαισθησία της συσκευής εξαρτάται από μια σειρά παραγόντων (Chu et al. 1986): 
1) από το βαθμό ομοιομορφίας των δυο ηλεκτρικών πεδίων 
2) το μέσο όρο του μήκους των ηλεκτρικών παλμών που δημιουργούν τα δυο ηλεκτρικά 
πεδία 
3) τις γωνίες των δυο ηλεκτρικών πεδίων ως προς το πήκτωμα και 
4) τα σχετικά δυναμικά των ηλεκτρικών πεδίων 
 
 
3.1. Ένζυμα περιορισμού 
 
 
Τα ένζυμα περιορισμού προσδένονται ειδικά και διασπούν δίκλωνο μόριο DNA σε 
ειδικές θέσεις εντός μιας ειδικής αλληλουχίας, γνωστής ως αλληλουχία αναγνώρισης. 
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Τα συγκεκριμένα ένζυμα κατατάσσονται σε τρεις κατηγορίες: τύπου Ι, ΙΙ και ΙΙΙ. Τα 
ένζυμα τύπου Ι και ΙΙΙ, δε χρησιμοποιούνται συχνά στη μοριακή κλωνοποίηση. 
Αντίθετα, τα τύπου ΙΙ ένζυμα περιορισμού/τροποποίησης χρησιμοποιούνται συχνά. 
Πρόκειται για δυαδικά συστήματα που περιέχουν μια ενδονουκλεάση περιορισμού η 
οποία διασπά μια ειδική αλληλουχία νουκλεοτιδίων, και μια ξεχωριστή μεθυλάση η 
οποία τροποποιεί την ίδια αλληλουχία αναγνώρισης (McClelland et al. 1987). Η 
πλειονότητα των ενζύμων περιορισμού τύπου ΙΙ αναγνωρίζει ειδικές αληλουχίες των 4-6 
νουκλεοτιδίων σε μήκος, ενώ μερικά εξ αυτών αναγνωρίζουν και μεγαλύτερες 
αλληλουχίες (McClelland et al. 1984). 
 
Ο εντοπισμός των θέσεων που διασπώνται εντός του άξονα αυτής της δυαδικής 
συμμετρίας διαφέρει από ένζυμο σε ένζυμο: μερικά διασπούν και τις δύο αλυσίδες 
ακριβώς στον άξονα συμμετρίας, παράγοντας τμήματα DNA που φέρουν ισοτελή άκρα, 
ενώ άλλα διασπούν κάθε αλυσίδα σε παρόμοιες θέσεις των απέναντι άκρων του άξονα 
συμμετρίας, δημιουργώντας τμήματα DNA τα οποία φέρουν μονόκλωνα άκρα 
(McClelland et al. 1987). Τα περιοριστικά ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη, 
καθώς και οι αλληλουχίες αναγνώρισης φαίνονται στον Πίνακα 22. 
 
Τα ένζυμα παρέχονται στο εμπόριο μαζί με τα ρυθμιστικά τους διαλύματα που 
διαφέρουν από ένζυμο σε ένζυμο, ενώ τη μέγιστη δραστικότητα του ενζύμου επιτρέπουν 
εκείνα που είναι σύμφωνα με τις οδηγίες χρήσης του κατασκευαστή. Μια διεθνής 
μονάδα (IU) του ενζύμου έχει ορισθεί ως η ποσότητα που απαιτείται για να επιτευχθεί η 
πέψη 1 μg DNA, με το προτεινόμενο ρυθμιστικό διάλυμα, χρόνο και θερμοκρασία 
επώασης, σε τελικό όγκο αντίδρασης 30 μL (McClelland et al. 1988). 
  
Πίνακας 8. Ενζυμo περιορισμού που χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη 
Ενζυμο Αλληλουχία ανγνώρισης Θέση περιορισμού 
SmaI CCCGGG 5’-CCC↓GGG-3’ 
3’-GGG↑CCC-5’ 
 
 
3.2. Ανάλυση θραυσμάτων χρωμοσωμικού DNA με SmaI και PFGE 
 
  
Για την ανάλυση με PFGE, το χρωμοσωμικό DNA παρασκευάζεται με την επί τόπου 
λύση των κυττάρων εγκλωβισμένων σε δίσκους αγαρόζης (DNA agarose disks). Αυτό 
προσφέρει ένα περιβάλλον, προστατευμένο από διατμητικές δυνάμεις, που επιτρέπει την 
αναπαραγωγή θραυσμάτων DNA μέγα-βάσεων. Για αυτό το σκοπό, η επιλογή του 
σωστού περιοριστικού ενζύμου εξαρτάται από την συχνότητα των θέσεων αναγνώρισης 
του ενζύμου στο χρωμοσωμικό DNA που θα χρησιμοποιηθεί. 
 
Tα Gram θετικά βακτήρια και ιδιαίτερα οι εντερόκοκκοι έχουν χρωμοσωμικό DNA 
πλούσιο σε αδενίνη (Α, adenine) και θυμίνη (T, thymine), Επομένως, τα ένζυμα 
περιορισμού που αναγνωρίζουν αλληλουχίες πλούσιες σε γουανίνη (G, gouanine) και 
κυτοσίνη (C, cytocine), όπως το ένζυμο SmaI (CCCGGG), αποδίδουν σχετικά μικρό 
αριθμό θραυσμάτων DNA μεγάλου μοριακού βάρους, ιδανικά για ανάλυση με PFGE 
(Kreswirth et al 1993). 
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Σε όλα τα στελέχη τα οποία αναλύθηκαν με PFGE, έγινε επίδραση του ενζύμου SmaI 
(Promega) στο DNA που είχε παραχθεί σε δίσκους αγαρόζης ως εξής: 
 
Υλικά 
- Ρυθμιστικό διάλυμα buffer (Promega) 
- SmaI (promega) 
- β-mercaptoethanol 
- 1% agarose (seakem LE) σε TBE 0,5 x (Biorad) 
- Loading buffer 
- Running buffer 0,5 x TBE (Biorad) 
- Ethidium Bromide (5 mg/mL, Sigma) 
- Συσκευή PFGE CHEF DR III, Biorad 
 
Σε όλα τα στελέχη που αναλύθηκαν με PFGE, το ένζυμο SmaI (Promega) επέδρασε στο 
απομονωμένο και έγκλειστο σε δίσκους αγαρόζης DNA τους.  
Τα στάδια που ακολουθήθηκαν κατά την εφαρμογή της μεθόδου είναι τα ακόλουθα:  
1. Κάθε δίσκος αγαρόζης επωάσθηκε στους 25oC για 60 λεπτά με 100μL ρυθμιστικού 
διαλύματος (Promega) και 0,018 μL β-mercaptoethanol. Στη συνέχεια, αφαιρέθηκε το 
ρυθμιστικό διάλυμα και κάθε δίσκος αγαρόζης επωάσθηκε στην ίδια θερμοκρασία για 
18 ώρες με 20 IU SmaI ένζυμο, 45 μL ρυθμιστικό διάλυμα και την ίδια συγκέντρωση β-
mercaptoethanol. Μετά την επώαση, η αντίδραση τερματίστηκε προσθέτοντας 4 μL 
loading buffer. 
2. Προετοιμάζουμε τη συσκευή PFGE (CHEF), Biorad πλένοντας δυο φορές το 
εσωτερικό της με αποστειρωμένο dH2O, ελέγχοντας το οριζόντιο επίπεδο της συσκευής 
και αφήνοντας την αντλία να λειτουργεί για 15-20 λεπτά ώστε να φθάσει τη 
θερμοκρασία ηλεκτροφόρησης τους 15οC. Γεμίζουμε τη συσκευή με Running buffer 0,5 
x TBE (Biorad). 
3. Οι δίσκοι αγαρόζης DNA ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης 1% σε 0,5 x 
TBE ρυθμιστικού διαλύματος (Biorad). Επειδή η ικανότητα να διαχωρίζονται τα μεγάλα 
μόρια DNA στην PFGE απαιτεί δείκτες με υψηλό μοριακό βάρος, αυτοί προέρχονται 
από απομόνωση DNA από βακτηριοφάγους (Kreswirth et al 1993). Ο δείκτης μοριακού 
βάρους που χρησιμοποιήθηκε ήταν ο Lambda Ladder PFGE Marker (BioLabs) ο οποίος 
έχει απομονωθεί από το βακτηριοφάγο λ (cl 857 ind 1 Sam 7), και παρέχεται 
εγκλωβισμένος σε 1 % LMP αγαρόζη σε GelSyringe. Είναι ειδικά σχεδιασμένος για 
PFGE και το μέγεθός του κυμαίνεται στις 50-1000 Kb (Kreswirth et al 1993). 
 
Το πρόγραμμα ηλεκτροφόρησης ήταν το εξής: 
Αρχικός χρόνος: 5 sec 
Τελικός χρόνος: 35 sec 
Χρόνος ηλεκτροφόρησης: 23 ώρες 
Γωνία: 120ο 
Πίεση αντλίας: 70 cmΗg 
 
4. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, το πήκτωμα αγαρόζης υπέστη χρώση σε 500 
mL dH2O με 25 μL ethidium bromide (5 mg/mL, Sigma) και ήπια ανάδευση για 20 
λεπτά και ελέγχθηκε στο υπεριώδες φως (UV).  
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Η ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε με παρατήρηση και με την αποδοχή ότι 1-6 
διαφορές στη ζώνωση δεικνύουν υπότυπους, ενώ πάνω από 7 διαφορές σημαίνουν νέο 
τύπο (Tenover et al 1995) (Σχήμα 1). 
 
 
 
 
Σχήμα 3. Σχηματική απεικόνιση της έγκλεισης DNA σε αγαρόζη, πέψη με  SmaI και ανάλυση των 
θραυσμάτων με PFGE. 
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Β.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
 
1. Απομόνωση στελεχών 
 
  
Συνολικά εξετάσθηκαν 70 στελέχη εντερόκοκκου, ανά ζεύγη ανθρώπινης και ζωικής 
προέλευσης. Από τα ζωικά, τα 17 απομονώθηκαν από κόπρανα χοίρων και τα υπόλοιπα 
18 από κόπρανα πτηνών. Για τα ανθρώπινα, 6 ανήκαν σε ανθρώπους ηλικίας άνω των 
60, 6 στελέχη σε ηλικίες 50-60 ετών, 11 σε ηλικίες 40-50 ετών, 9 σε ηλικίες μεταξύ 30-
40 ετών και 3 σε ηλικίες μεταξύ 20-30 ετών. 
 
 
2. Χαρακτηρισμός φαινοτύπου 
 
Η προκαταρκτική ταυτοποίηση σε γένος έγινε με βάση τις βιοχημικές ιδιότητες του 
εντεροκόκκου που αναφέρονται στον Πίνακα 6 και τη διαδικασία που περιγράφεται.  
Όλα τα στελέχη που πληρούσαν τις προϋποθέσεις αυτές, ταυτοποιήθηκαν ως 
εντερόκοκκοι.  
 
Στον Πίνακα 13 αναφέρονται το είδος, ο αριθμός και η εκατοστιαία αναλογία των 
στελεχών που ταυτοποιήθηκαν. 
 
Πίνακας 13. Είδη απομονωθέντων στελεχών εντεροκόκκου  
Είδος 
 
 
Προέλευση 
Άνθρωπος 
Ζώο 
 
Χοίρος Πτηνό 
Συνολικά 
 
Αριθμός στελεχών 
n (%)  
Αριθμός στελεχών 
n (%) 
Αριθμός στελεχών 
n (%) 
Αριθμός στελεχών 
n (%) 
E. faecium 17 (48,6) 9 (52,9) 9 (50) 18 (51,4) 
E. faecalis 6 (17,1) 0 4 (22,2) 4 (11,4) 
E. durans 4 (11,4) 4 (23,5) 0 4 (11,4) 
E. gallinarum 3 (8,6) 2 (11,8) 1 (5,6) 3 (8,6) 
E. casseliflavus 2 (5,7) 0  1 (5,6) 1 (2,9) 
E. avium 1 (2,9) 0 0 0  
E. hirae 0 2 (11,8) 2 (11,1) 4 (11,4) 
Enterococcus spp. 2 (5,7) 0 1 (5,6) 1 (2,9) 
Σύνολο 35 (100) 17 (100) 18 (100) 35 (100) 
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Παρατηρείται ότι συνολικά ανιχνεύτηκαν 8 διαφορετικοί φαινότυποι. Αναλυτικά, στα 
κόπρανα ανθρώπινης προέλευσης ανιχνεύτηκαν 7, στα κόπρανα που απομονώθηκαν από 
τον χοίρο ανιχνεύτηκαν 4, από τα πτηνά 6 και συνολικά στα ζώα 7 διαφορετικοί 
φαινότυποι.  
 
Όσον αφορά στο είδος E. faecium παρατηρείται ισοκατανομή του τόσο μεταξύ 
ανθρώπινων και ζωικών δειγμάτων όσο και μεταξύ χοίρου-πτηνού. Τέλος, 
επισημαίνεται ότι τα δείγματα των πτηνών εμφανίζουν μεγαλύτερη ποικιλομορφία σε 
σχέση με τα δείγματα των χοίρων. 
 
Για την ταυτοποίηση του εντεροκόκκου σε επίπεδο είδους χρησιμοποιήθηκαν 3 
μέθοδοι: το API20 STREP, το VITEK 2 και η PCR. Από τις τρεις μεθόδους πιο 
αξιόπιστη θεωρείται η μοριακή μέθοδος ταυτοποίησης η οποία εφαρμόστηκε για τον 
διαχωρισμό και την ταυτοποίηση των πιο συχνά απαντούμενων εντεροκοκκικών ειδών 
τόσο στον άνθρωπο όσο και στα ζώα: E. faecium και E. faecalis. Για την ταυτοποίηση 
των υπόλοιπων στελεχών πιο αξιόπιστη, λόγω του μεγαλύτερου αριθμού των 
βιοχημικών ιδιοτήτων που εξετάζει, θεωρήθηκε η ημι-αυτόματη μέθοδος του VITEK 2.  
 
Με βάση τα παραπάνω, παρατίθενται στον πίνακα 10 τα κοινά ζεύγη (ανθρώπου – 
ζώου) εντεροκοκκικών στελεχών: 
 
Πίνακας 14. Αριθμός κοινών ζευγών σε επίπεδο είδους και ανάλογα με την  προέλευση του 
δείγματος 
Προέλευση Είδος 
Αριθμός κοινών 
ζευγών 
Άνθρωπος – Χοίρος E. faecium 3 
Άνθρωπος – Πτηνό E. faecium 5 
 Συνολικά 8 
Άνθρωπος – Χοίρος E. durans 1 
Άνθρωπος – Πτηνό E. gallinarum 1 
Άνθρωπος - Ζώο Σύνολο 10 
 
Παρατηρείται ότι από τα 35 ζεύγη δειγμάτων ανθρώπου-ζώου μόνο τα 10 είναι κοινά σε 
επίπεδο είδους, και από τα δέκα αυτά τα 8 ανήκουν στο είδος E. faecium. 
 
Από την σύγκριση των κοινών ζευγών ανθρώπου-πτηνού και ανθρώπου-χοίρου, στη 
δεύτερη περίπτωση ανήκει ο μεγαλύτερος αριθμός των κοινών ζευγών τόσο του E. 
faecium όσο και συνολικά. 
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3. Έλεγχος Ευαισθησίας 
 
 
Ο έλεγχος ευαισθησίας στα αντιβιοτικά όλων των στελεχών έγινε με τον προσδιορισμό 
της ελάχιστης ανασταλτικής πυκνότητας (MIC) με την μέθοδο των δίσκων Kirby-Bauer, 
του E-test και του VITEK 2. 
 
Τα αντιβιοτικά που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής: 
- Γενταμυκίνη υψηλού επιπέδου (GM HL) 
- Στρεπτομυκίνη υψηλού επιπέδου (SM HL) 
- Βανκομυκίνη (VA) 
- Τεϊκοπλανίνη (TP) 
- Αμπικιλλίνη (AM) 
- Ερυθρομυκίνη (E) 
- Τετρακυκλίνη (ΤΕ) 
 
Στον Πίνακα 15 φαίνεται η αντοχή των στελεχών στα 7 αντιβιοτικά και ανάλογα με την 
πηγή απομόνωσης. 
 
Πίνακας 15. Αριθμός και ποσοστό (επί του συνόλου) των στελεχών που εμφανίζουν αντοχή ανά 
αντιβιοτικό  
Αντιβιοτικό 
Ανθρωπος 
Ζώο 
Χοίρος Πτηνό Συνολικά 
Αριθμός στελεχών 
n (%)   
Αριθμός στελεχών 
n (%)  
Αριθμός στελεχών 
n (%)  
Αριθμός στελεχών 
n (%)  
GM 2 (5,7) 2 (11,8) 5 (27,8) 7 (20,0) 
SM 8 (22,9) 5 (29,4) 6 (33,3) 11 (31,4) 
VA 1 (2,9) 0 1 (5,6) 1 (2,9) 
TP 0 0 0 0 
AM 1 (2,9) 0 2 (11,1) 2 (5,7) 
E 8 (22,9) 5 (29,4) 9 (50,0) 15 (42,9) 
TE 13 (37,1) 9 (52,9) 12 (66,7) 21 (60,0) 
 
Αρχικά, παρατηρείται ότι για 1 αντιβιοτικό δεν απομονώθηκαν στελέχη με αντοχή, ήτοι 
για την Τεϊκοπλανίνη (TP). 
 
Για τα δείγματα όλων των πηγών προέλευσης, επί του συνόλου των απομονωθέντων 
στελεχών το μεγαλύτερο ποσοστό των στελεχών εμφανίζει αντοχή στην Τετρακυκλίνη 
(ΤΕ) και ακολούθως στα αντιβιοτικά Ερυθρομυκίνη (E) και Στρεπτομυκίνη (SM)  .  
 
Σε γενικές γραμμές, ο αριθμός των ανθεκτικών στελεχών τείνει να υπερτερεί στα 
δείγματα ζωικής προέλευσης (συνολικά) σε σχέση με τα ανθρώπινα. Στην πρώτη θέση 
βρίσκονται τα 21 ζωικά στελέχη με αντοχή στην Τετρακυκλίνη (ΤΕ). 
 
Οι πίνακες 16, 17 και 18 εμφανίζουν την αντοχή των στελεχών ανά είδος και πηγή 
απομόνωσης: 
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Πίνακας 16. Αντοχή στελεχών ανά είδος για τα δείγματα ανθρώπου  
 
Πίνακας 17. Αντοχή στελεχών ανά είδος για τα δείγματα ζώων συνολικά  
Αντιβιοτικό 
E. faecium E. faecalis E. durans E. gallinarum E. casseliflavus E. hirae Συνολικά 
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)   
GM  5 (27,8) 1 (25,0) 0 1 (33,3) 0 0 7 (20,0) 
SM  8 (44,4) 1 (25,0) 0 1 (33,3) 0 1 (25,0) 11 (31,4) 
VA 0 0 0 0 1 (100,0) 0 1 (2,9) 
TP 0 0 0 0 0 0 0 
AM 2 (11,1) 0 0 0 0 0 2 (5,7) 
E 11 (61,1)  3 (75,0) 0 1 (33,3) 0 0 15 (42,9) 
TE 11 (61,1)  3 (75,0) 2 (66,7) 1 (33,3) 0 4 (100,0) 21 (60,0) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Αντιβιοτικό 
E. faecium E. faecalis E. durans E. gallinarum E. casseliflavus E. avium 
Enterococcus 
spp. 
Συνολικά 
Αριθμός 
στελεχών 
n (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n (%)   
Αριθμός 
στελεχών 
n (%)   
GM  0 1 (16,7) 0 0 0 0 1 (50,0) 2 (5,7) 
SM 4 (23,5) 2 (33,3) 1 (25,0) 0 0 0 1 (50,0) 8 (22,9) 
VA 0 0 0 0 1 (50,0) 0 0 1 (2,9) 
TP 0 0 0 0 0 0 0 0 
AM 0 0 0 0 0 0 1 (50,0) 1 (2,9) 
E 5 (29,4) 0 1 (25,0) 0 0 1 (100,0) 1 (50,0) 8 (22,9) 
TE 6 (35,3) 4 (66,7) 1 (25,0) 1 (33,3) 0 0 1 (50,0) 13 (37,1) 
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Πίνακας 18. Αντοχή στελεχών ανά είδος για τα δείγματα ζώων ξεχωριστά για τονχοίρο και το πτηνό  
 
 
Παρατηρείται ότι, για τα δείγματα ανθρώπινης προέλευσης, τα περισσότερα στελέχη E. 
faecium και E. faecalis είναι ανθεκτικά στην Τετρακυκλίνη (ΤΕ).  
 
Για τα δείγματα ζωικής προέλευσης, τόσο εξεταζόμενα με βάση την πηγή απομόνωσης 
όσο και συνολικά, τα περισσότερα στελέχη E. faecium και E. faecalis είναι ανθεκτικά 
στην Τετρακυκλίνη (ΤΕ) και στην Ερυθρομυκίνη (E) από κοινού 
 
Ανθεκτικότητα στη Βανκομυκίνη (VA) εμφανίζουν μόνο 2 στελέχη, ένα ανθρώπινης 
προέλευσης και ένα ζωικής (πτηνό) και δεν ανήκουν στο ίδιο ζεύγος, ανήκουν, όμως, 
στο ίδιο είδος: E. casseliflavus. 
 
Παρακάτω παρουσιάζονται τα κοινά εντεροκοκκικά ζεύγη που εμφάνισαν αντοχή 
τουλάχιστον σε ένα αντιβιοτικό.  
 
Από τα συνολικά 10 κοινά ζεύγη, τα δύο εμφάνισαν αντοχή σε τουλάχιστον ένα 
αντιβιοτικό. Και τα δύο ανήκουν στο είδος E. faecium και πρόκειται για ζεύγη 
Ανθρώπου – Πτηνού. Το ένα από τα δύο είναι ανθεκτικό στην Στρεπτομυκίνη (SM), το 
άλλο στην Τετρακυκλίνη (TΕ) και τα 2 στην Ερυθρομυκίνη (E).  
 
Για τα 7 αντιβιοτικά που εξετάσθηκαν καταγράφηκαν οι διαφορές που παρουσιάζουν 
στην αντιιβιοτική ευαισθησία τους ανάλογα με το είδος και την προέλευση του  κοινού 
ζεύγους 
  
 
 
 
Αντιβιοτικό 
Χοίρος Πτηνό 
E. 
faecium 
E. 
gallinarum 
E. 
durans 
E. hirae Συνολικά 
E. 
faecalis 
E. 
faecium 
E. 
casseliflavus 
E. hirae Συνολικά 
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)  
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)  
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)  
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)  
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)  
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)  
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)  
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)  
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)  
Αριθμός 
στελεχών 
n  (%)  
GM  1 (11,1) 1 (50,0) 0 0 2 (11,8) 1 (25,0) 4 (44,4) 0 0 5 (27,8) 
SM  3 (33,3) 1 (50,0) 0 1 (50,0) 5 (14,3) 1 (25,0) 5 (55,6) 0 0 6 (33,3) 
VA 0 0 0 0 0 0 0 1 (100,0) 0 1 (5,6) 
TP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AM 0 0 0 0 0 0 2 (22,2) 0 0 2 (11,1) 
E 4 (44,4) 1 (50,0) 0 0 5 (14,3) 3 (75,0) 7 (77,8) 0 0 10 (55,6) 
TE 4 (44,4) 1 (50,0) 2 (66,7) 2 (100,0) 9 (52,9) 3 (75,0) 7 (77,8) 0 2 (100,0) 12 (66,7) 
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Πίνακας 19. Διαφορές στην αντιβιοτική αντοχή μεταξύ στελεχών ανθρώπου-ζώου του ιδίου είδους 
Αντιβιοτικό 
Χοίρος Πτηνό 
Συνολικά 
E. faecium E. durans E. faecium E. gallinarum 
Αριθμός στελεχών 
n (%)   
Αριθμός στελεχών 
n (%)   
Αριθμός στελεχών 
n (%)   
Αριθμός στελεχών 
n (%)   
Αριθμός στελεχών 
n (%)   
GM 1 (33,3) 0 2 (66,7) 0 3 
SM 1 (50,0) 0 1 (50,0) 0 2 
VA 0 0 0 0 0 
TP 0 0 0 0 0 
AM 0 0 1 (50,0) 1 (50,0) 2 
E 2 (66,7) 0 1 (33,3) 0 3 
TE 0 0 2 (66,7) 0 2 
 
Στα ζεύγη εντεροκοκκικών στελεχών E. faecium ανθρώπου-πτηνού παρουσιάζονται 
διαφορές στα 5 από τα 7 αντιβιοτικά (δεν διαφέρουν στην Βανκομυκίνη (VA) και στην 
Τεϊκοπλανίνη (ΤΕ), ενώ για τα ζεύγη E. faecium ανθρώπου-χοίρου παρουσιάζονται 
μόνο σε 3, ήτοι μεγαλύτερη ομολογία εμφανίζουν τα ζεύγη ανθρώπου-χοίρου.  
 
Το μόνο κοινό ζεύγος ανθρώπου-ζώου που παρουσιάζει πλήρη ομολογία ανήκει στο 
είδος Ε. durans. Εξετάζοντας τα κοινά ζεύγη με βάση την ζωική πηγή απομόνωσης, 
παρατηρείται ότι ο αριθμός των διαφορετικών στελεχών ανά αντιβιοτικό δεν ξεπερνά το 
2, ενώ συνολικά δεν είναι πάνω από 3. 
 
 
4. Ανάλυση με PFGE 
 
 
Η επιλογή των στελεχών του εντεροκόκκου στα οποία εφαρμόστηκε η PFGE έγινε με 
βάση τα εξής: 
- Την ύπαρξη κοινών ζευγών (σε επίπεδο είδους) Ανθρώπου – Ζώου και 
συγκεκριμένα Ανθρώπου – Χοίρου και Ανθρώπου – Πτηνού 
- Την ύπαρξη κοινών ζευγών (σε επίπεδο είδους) Ανθρώπου – Ζώου με 
ανθεκτικότητα σε τουλάχιστον ένα αντιβιοτικό 
- Την τυχαία επιλογή κοινών ζευγών που διαφέρουν στην ευαισθησία από κανένα 
μέχρι 2 αντιβιοτικά 
- Την τυχαία επιλογή κοινών ζευγών με βάση τα αποτελέσματα του ΑΡΙ και του 
VITEK 2 που διαφέρουν στην ευαισθησία από κανένα μέχρι 2 αντιβιοτικά 
 
Η μελέτη των ηλεκτροφορήσεων σε παλλόμενο ηλεκτρικό πεδίο των 30 στελεχών 
εντεροκόκκου έδειξε ότι κανένα στέλεχος από τα κοινά ζεύγη Ανθρώπου – Ζώου δεν 
ανήκουν στον ίδιο κλώνο.   
 
Δεν υπάρχει άμεση σχέση μεταξύ πηγής απομόνωσης των βακτηρίων και τύπου PFGE.  
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   L   19A 19Z  1A  1Z   7A  7Z     L    8A   8Z  2A  2Z  11A 11Z   L   13A  20A 
 
Εικόνα 4. Φωτογραφική απεικόνιση της PFGE για τα παρακάτω στελέχη εντεροκόκκου  
L, Ladder 
19A, δείγμα Νο 19 ανθρώπινης προέλευσης 
19Z, δείγμα Νο 19 ζωικής προέλευσης (χοίρος)  
1A, δείγμα Νο 1 ανθρώπινης προέλευσης 
1Ζ, δείγμα Νο 1 ζωικής προέλευσης (χοίρος)  
7Α: Δείγμα Νο 7 ανθρώπινης προέλευσης 
7Ζ: Δείγμα Νο 7 ζωικής προέλευσης (πτηνό) 
L: Ladder 
8Α: Δείγμα Νο 8 ανθρώπινης προέλευσης  
8Ζ: Δείγμα Νο 8 ζωικής προέλευσης (πτηνό) 
2Α: Δείγμα Νο 2 ανθρώπινης προέλευσης  
2Ζ: Δείγμα Νο 2 ζωικής προέλευσης (χοίρος)  
11Α: Δείγμα Νο 11 ανθρώπινης προέλευσης  
11Ζ: Δείγμα Νο 11 ζωικής προέλευσης (πτηνό) 
L: Ladder 
13Α: Δείγμα Νο 13 ανθρώπινης προέλευσης 
20Α: Δείγμα Νο 20 ανθρώπινης προέλευσης 
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    L     13A 13Z 20A 20Z  21A 21Z 23A 23Z 25A 25Z    L  27A  27Z 28A 28Z 36A 36Z  37A 37Z 
 
Εικόνα 5. Φωτογραφική απεικόνιση της PFGE για τα παρακάτω στελέχη εντεροκόκκου  
L: Ladder 
13Α: Δείγμα Νο 13 ανθρώπινης προέλευσης 
13Ζ: Δείγμα Νο 13 ζωικής προέλευσης (πτηνό) 
20Α: Δείγμα Νο 20 ανθρώπινης προέλευσης 
20Ζ: Δείγμα Νο 20 ζωικής προέλευσης (χοίρος) 
21Α: Δείγμα Νο 21 ανθρώπινης προέλευσης 
21Ζ: Δείγμα Νο 21 ζωικής προέλευσης (χοίρος) 
23Α: Δείγμα Νο 23 ανθρώπινης προέλευσης  
23Ζ: Δείγμα Νο 23 ζωικής προέλευσης (χοίρος) 
L: Ladder 
25Α: Δείγμα Νο 25 ανθρώπινης προέλευσης  
25Ζ: Δείγμα Νο 25 ζωικής προέλευσης (χοίρος) 
27Α: Δείγμα Νο 27 ανθρώπινης προέλευσης  
27Ζ: Δείγμα Νο 27 ζωικής προέλευσης (χοίρος) 
28Α: Δείγμα Νο 28 ανθρώπινης προέλευσης 
28Ζ: Δείγμα Νο 28 ζωικής προέλευσης (χοίρος) 
36Α: Δείγμα Νο 36 ανθρώπινης προέλευσης  
36Ζ: Δείγμα Νο 36 ζωικής προέλευσης (πτηνό) 
37Α: Δείγμα Νο 37 ανθρώπινης προέλευσης 
37Ζ: Δείγμα Νο 37 ζωικής προέλευσης (πτηνό) 
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Γ. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ – ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 
Οι εντερόκοκκοι αποτελούν μέρος της φυσιολογικής μικροβιακής χλωρίδας του εντέρου 
του ανθρώπου, θηλαστικών, πτηνών, εντόμων και πουλιών (Jett et al. 1994, Huycke et 
al. 1998, Kuhn et al. 2002, Shepard and Gilmore 2002, Mannu et al. 2003). Σύμφωνα με 
αρκετές μελέτες, ο πιο συχνά απομονωμένος εντερόκοκκος στον άνθρωπο είναι ο E. 
faecalis και ακολουθεί δεύτερος ο E. faecium (Benno et al. 1986, Enzensberger et al. 
1985, Noble 1978, Shah et al. 1987), αν και σε κάποιες χώρες ο E. faecium 
απομονώνεται συχνότερα (Mead 1978, Franz et al. 1999). Μεταξύ των 17 
αναφερθέντων ειδών που ανευρίσκονται στην ανθρώπινη γαστρεντερική οδό, τα είδη E. 
faecalis και E. faecium ανιχνεύονται πιο συχνά, ακολουθούμενα από το είδος E. durans 
(Devriese and Pot 1995). Σχετικά με τα εντεροκοκκικά είδη που ανευρίσκονται σε ζώα, 
ο Klein (Klein 2003) υπέθεσε ότι κάποια από τα είδη αυτά εμφανίζουν μία προτίμηση 
για κάποια συγκεκριμένα ζώα. Για παράδειγμα, στο ανθρώπινο έντερο και τα δυο είδη 
E. faecium και E. faecalis είναι τα επικρατέστερα είδη, ενώ σε ζώα της βιομηχανίας 
τροφίμων όπως τα πουλερικά, τα βοοειδή και οι χοίροι, το E. faecium είναι το 
επικρατέστερο είδος. Άλλες μελέτες συμφωνούν στο ότι το E. faecalis ανευρίσκεται 
συχνότερα στα κόπρανα των ζώων (Devriese et al. 1992a, Klein 2003). Αυτό που 
φαίνεται ότι συμβαίνει είναι ότι η επικράτηση του είδους ποικίλει ανάλογα με την 
περιοχή και την χώρα (Franz et al. 1999). Αλλά και άλλα είδη ανευρίσκονται επίσης σε 
υψηλές συγκεντρώσεις αλλά λιγότερα συχνά τα E. gallinarum και E. durans/hirae ή E. 
avium (Klein 2003). Τα E. mundtii και E. casseliflavus είναι τυπικά εντεροκοκκικά είδη 
φυτικής προέλευσης (Klein 2003).  
 
Σ’ αυτή τη μελέτη ταυτοποιήθηκαν τα εντεροκοκκικά είδη που απομονώθηκαν από 
ανθρώπους και ζώα που ανήκουν σε δύο κατηγορίες: τους χοίρους και τα πτηνά 
(κοτόπουλα και χήνες) και έχουν χαρακτηριστεί σε επίπεδο είδους. Έχει, επίσης, 
ερευνηθεί ο φαινότυπος αντοχής στα αντιβιοτικά αυτών των στελεχών. Τέλος, έχει γίνει 
σύγκριση της ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά των ανθρώπινων στελεχών που 
προέρχονται από εργάτες κτηνοτροφικών μονάδων και των ζωικών από ζώα των ιδίων 
μονάδων καθώς και σύγκριση των κλωνικών τύπων  PFGE των ίδιων στελεχών.  
 
Ο χαρακτηρισμός σε επίπεδο είδους, ταξινόμησε τους εντερόκοκκους σε 8 
διαφορετικούς φαινοτύπους. Αναλυτικά, στα κόπρανα ανθρώπινης προέλευσης 
ανιχνεύτηκαν 7, όσα και στα ζώα. Συγκεκριμένα, από τον χοίρο ανιχνεύτηκαν 4 
διαφορετικοί φαινότυποι και από τα πτηνά 6, συμφωνώντας με τα ευρήματα του Klein 
(Klein 2003). Οι αναλογίες των πιο συχνά απαντώμενων εντεροκοκκικών ειδών 
συμφωνούν με τα ευρήματα των προγενέστερων μελετών που αναφέρθηκαν ανωτέρω.    
 
Οι εντερόκοκκοι θεωρούνται σημαντικά νοσοκομειακά και εξωνοσοκομειακά παθογόνα 
βακτήρια. Έχουν επιδείξει ατομική και πολλαπλή αντοχή στα πιο συχνά 
χρησιμοποιούμενα αντιβιοτικά φάρμακα. Η κληρονομική αντοχή έχει επιτρέψει τους 
εντεροκόκκους να επιβιώσουν στo περιβάλλον του νοσοκομείου. Οι εντερόκοκκοι είναι 
ενδογενώς ανθεκτικοί σε πολλά αντιβιοτικά, αλλά έχουν την ικανότητα να αποκτούν 
επίκτητη αντοχή (Murray 1990, 1998). Το γενετικό υλικό των εντεροκόκκων 
κωδικοποιεί αρκετά γονίδια ενδογενούς ανθεκτικότητας στα αντιμικροβιακά μοναδικά 
για το γένος, καθώς και κάποια γονίδια επίκτητης ανθεκτικότητα από άλλα γένη όπως οι 
στρεπτόκοκκοι (Paulsen et al. 2003). Είναι γνωστό επίσης ότι έχουν την ικανότητα να 
ανταλλάσσουν γενετικές πληροφορίες με σύζευξη, μια διαδικασία η οποία είναι γνωστό 
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ότι λαμβάνει χώρα στο γαστρεντερικό και έτσι αποκτούν λοιμογόνο δύναμη και 
παράγοντες αντοχής στα αντιβιοτικά (Mundy et al 2000).  
 
Συνολικά, όλα αυτά τα χαρακτηριστικά κάνουν τους εντεροκόκκους το πιο 
προβληματικό νοσοκομειακό παθογόνο όσον αφορά τον τρόπο θεραπείας τους (Pai and 
Kim 1998). Ιδιαίτερη ανησυχία προκαλεί η αντοχή στις πενικιλλίνες, αμινογλυκοσίδες 
και στα γλυκοπεπτίδια, τη βανκομυκίνη και την τείκοπλανίνη. Αυτά τα φάρμακα είναι η 
προτιμητέα επιλογή για τη θεραπεία σοβαρών εντεροκοκκικών λοιμώξεων και λόγω της 
διάδοσης της αντιμικροβιακής αντοχής, έχουν αρχίσει να γίνονται λιγότερα 
αποτελεσματικά (Kayser 2003).  
 
Η αντοχή στην τετρακυκλίνη στους εντεροκόκκους είναι αρκετά συχνή και 
κωδικοποιείται συνήθως από το γονίδιο tet(M) που συνήθως βρίσκεται στο Tn916 ή σε 
σχετικά συζευκτικά τρανσποζόνια που έχουν βρεθεί σε στελέχη ανθρώπων και ζώων 
(Aarestrup et al. 2000). Η αντοχή στις μακρολίδες είναι πολύ κοινή στους 
εντεροκόκκους που απομονώνονται από ανθρώπους και από χοίρους και το γονίδιο 
erm(B) που συνήθως την κωδικοποιεί βρίσκεται στο Tn917 στους ανθρώπους, αλλά 
αυτό το τρανσποζόνιο ανευρίσκεται επίσης και σε βακτήρια από άλλες πηγές (Jensen et 
al. 1999).  
 
Επιδημιολογικές μελέτες έχουν δείξει ότι οι VRE μεταδίδονται μέσω της χρήσης 
αβοπαρσίνης στην κτηνοτροφία στους ανθρώπους από την τροφική αλυσίδα (Kayser 
2003, Klare et al. 2003). Μία μελέτη ανέλυσε προϊόντα πουλερικών από την αγορά 
τροφίμων (supermarket) και δείγματα κοτόπουλων από σφαγία και βρήκε VRE σε 
τρόφιμα με προέλευση από πουλερικά καθώς και από σφαγεία (Robredo et al. 2000). 
Αυτά τα αποτελέσματα υποστηρίζουν την υπόθεση ότι η τροφική αλυσίδα μπορεί να 
είναι η πηγή της αντοχής στη βανκομυκίνη στους ανθρώπους (Robredo et al. 2000).  
 
Επιπλέον με την παρουσία της στα κοτόπουλα τα κόπρανα αλόγων, σκύλων, 
πουλερικών, αγελάδων και μοσχαριών έχουν υπάρξει reservoir για τους VRE (Devriese 
et al. 1996, Hershberger et al. 2004). Επιπρόσθετα, οι VRE έχουν βρεθεί σε γάλα 
αγελάδας (Chingwaru et al. 2003), πράγμα που αποτελεί μεγάλη ανησυχία για την 
ανθρώπινη υγεία. Μία άλλη αιτία ανησυχίας ήταν η εύρεση των VRE σε ωμά 
μοσχαρίσια προϊόντα (Pavia et al. 2000, Fifadara et al. 2003).  
 
Λόγω των ανωτέρω, η διερεύνηση του φαινοτύπου αντοχής στην παρούσα μελέτη 
επικεντρώθηκε στα αντιβιοτικα: Βανκομυκίνη, Γενταμικίνη, Στρεπτομυκίνη, 
Αμπικιλλίνη, Τεϊκοπλανίνη, Τετρακυκλίνη και Ερυθρομυκίνη. Το μεγαλύτερο ποσοστό 
των δειγμάτων τόσο ζωικής όσο και ανθρώπινης προέλευσης εμφάνισαν υψηλά 
ποσοστά αντοχής σε 3 κυρίως αντιβιοτικά, τα οποία αναφέρονται κατά σειρά αύξουσας 
ευαισθησίας των απομονωθέντων στελεχών της μελέτης: Τετρακυικλίνη, Ερυθρομυκίνη 
και Στρεπτομυκίνη. Και τα 3 αντιβιοτικά ανήκουν σε κατηγορίες αντιβιοτικών που 
χρησιμοποιούνται ευρέως και εκτεταμένα τόσο στην ιατρική όσο και στην κτηνιατρική 
και την κτηνοτροφία και είναι αντίστοιχα οι τετρακυκλίνες, οι μακρολίδες και οι 
αμινογλυκοσίδες.  
 
Παρά το μικρό αριθμό δειγμάτων της παρούσας μελέτης, αυτό το υψηλό ποσοστό 
στελεχών με ανθεκτικότητα στα προαναφερθέντα 3 αντιβιοτικά αποτελεί εύρημα 
πολλών άλλων μελετών. Η τετρακυκλίνη έχει χρησιμοποιηθεί επί πολλά έτη, στην 
Ελλάδα και στην Ευρώπη, σαν αντιμικροβιακός παράγοντας για τη θεραπεία ζώων 
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φάρμας καθώς και ανθρώπων, και αυτό αντικατοπτρίζεται σε πολλές μελέτες (Shaw and 
Clewell 1985, Bonafede et al. 1997, Rice 1998, Rice et al. 1998). Η ερυθρομυκίνη 
παρουσιάζει διασταυρούμενη αντίσταση με την Τυλοζίνη, ένα αντιβιοτικό πολύ κοινό 
στη χρήση του ως αυξητικός παράγοντας ιδιαίτερα για τα πουλερικά, αλλά και πολύ 
συχνά συνταγογραφούμενο από τους κτηνιάτρους. (van der Bogaard et al. 2001). 
Αρκετές μελέτες έχουν δείξει, ότι πουλερικά και χοίροι που έχουν ανατραφεί με 
ζωοτροφές πλούσιες σε Τυλοζίνη, όχι μόνο το ποσοστό των ανθεκτικών στην Τυλοζίνη 
εντεροκόκκων σε κόπρανα των εκτιθέμενων ζώων έχει αυξηθεί, και ιδιαίτερα το 
ποσοστό των E. faecium (van der Bogaard et al. 2001) Η τετρακυκλίνη και η 
ερυθρομυκίνη έχουν χρησιμοποιηθεί εκτεταμένα σαν αντιμικροβιακοί παράγοντες σε 
νοσοκομεία της Ευρώπης  (Gordon et al. 1992, Coque et al. 1995, Mc-Namara et al. 1995, 
Sifuentes–Osornio et al. 1996, Vandamme et al. 1996, Iwen et al. 1997, Marchese et al. 1997, 
Taylor et al. 1997, Melo–Cristino 1998). Στελέχη E. faecium και E. faecalis με υψηλή 
ανθεκτικότητα στη Στρεπτομυκίνη έχει αναφερθεί τόσο σε ανθρώπους 
εξωνοσοκομειακά (στην κοινότητα) (Coque et al. 1995) όσο και σε χοίρους και 
πουλερικά (Aarestrup et al. 1998b).  Υπάρχουν αναφορές τέτοιας αντοχής στην 
Στρεπτομυκίνη στην κοινότητα από το 1953 (Atkinson et al. 1997).   
 
Για 1 αντιβιοτικό δεν απομονώθηκαν στελέχη με αντοχή, ήτοι για την Τεϊκοπλανίνη 
(TP), ενώ ανθεκτικότητα στη Βανκομυκίνη (VA) εμφανίζουν μόνο 2 στελέχη, ένα 
ανθρώπινης προέλευσης και ένα ζωικής (πτηνό) και δεν ανήκουν στο ίδιο ζεύγος, 
ανήκουν, όμως, στο ίδιο είδος: E. casseliflavus, είδος που είναι γνωστό ότι παρουσιάζει 
ενδογενή αντοχή στη Βανκομυκίνη (). 
 
Σε μελέτη σύγκρισης των φαινοτύπων αντοχής βακτηρίων –δεικτών από δείγματα 
κοπράνων ανθρώπων και ζώων, οι Μηνάς και συν. (2007) παρουσίασαν αποτελέσματα 
που συμφωνούν με την παρούσα μελέτη, όσον αφορά στα αντιβιοτικά με τη μεγαλύτερη 
ανθεκτικότητα. Στελέχη ανθεκτικά στη Βανκομυκίνη δεν είχαν ανιχνευτεί.  
 
Διερεύνηση της φαινοτυπικής συσχέτισης μεταξύ εντεροκοκκικών στελεχών ανθρώπων 
(αγροτών και σφαγέων) και στελεχών ζώων (πουλερικών) έχει πραγματοποιηθεί από 
τους Van der Bogaard και συν. (2002). Μεταξύ των ευρημάτων αυτής της μελέτης ήταν 
η ανίχνευση ανθεκτικών στην Βανκομυκίνη καθώς και στην Στρεπτομυκίνη στελεχών, 
κυρίως E. faecium, τόσο ανθρώπινης όσο και ζωικής προέλευσης. Η ανίχνευση 
ανθεκτικών στην Βανκομυκίνη στελεχών από ζωικές πηγές έχει αναφερθεί και σε άλλες 
μελέτες, οι οποίες έχουν διεξαχθεί σε περιοχές όπου η χρήση της αβοπαρσίνης ήταν 
κατά το παρελθόν εκτεταμένη (van den Bogaard et al. 1997, Edlund et al. ,Van der 
Auwera et al. 1996,  Quednau et al. 1998, Pantosti et al. 1999). 
 
Κατά τη διάρκεια της τελευταίας δεκαετίας πολλές μέθοδοι τυποποίησης, όπως η 
λυσιτυπία και η οροτυπία, έχουν αντικατασταθεί από νεώτερες μοριακές τεχνικές, όπως 
η ανάλυση πλασμιδίων, η ριβοτυπία, μέθοδοι PCR και η ανάλυση με ηλεκτροφόρηση σε 
παλλόμενο ηλεκτρικό πεδίο (PFGE) (Tenover et al 1996). 
 
Αν και η εφαρμογή του φαινοτύπου αντοχής σε διάφορα αντιβιοτικά μπορεί να 
διακρίνει επιτυχώς τους εντερόκοκκους σε διαφορετικούς τύπους (Wiggins et al 1999), 
η ανάλυση του χρωμοσωμικού DNA με την εφαρμογή της PFGE, είναι η πιο κατάλληλη 
μέθοδος για την ταυτοποίηση μεμονωμένων ή γενετικά συγγενών στελεχών (Borgen et 
al 2002). 
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Η μέθοδος τυποποίησης του γονιδιώματος που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη, 
η ηλεκτροφόρηση σε παλλόμενο ηλεκτρικό πεδίο (PFGE) ολόκληρου του DNA, έχει 
επιβεβαιώσει την παρουσία επιδημικών στελεχών σε διάφορα νοσοκομεία (Montecalvo 
et al 1994). Η έρευνα των βανκομυκίνη-ανθεκτικών εντεροκόκκων με μεθόδους 
μοριακής αποτύπωσης, έχει αποτύχει μερικές φορές να αποδείξει συγγένεια μεταξύ 
στελεχών που απομονώνονται από κλινικά δείγματα ασθενών και στελεχών που 
απομονώνονται από το περιβάλλον και τα ζώα (Woodford et al 1998). 
 
Στη μελέτη αυτή, εκτός από τη διερεύνηση του φαινοτύπου των στελεχών και τη 
σύγκριση του αντιβιοτικού τους προφίλ, έχει γίνει επίσης σύγκριση των κλωνικών 
τύπων  PFGE των ίδιων στελεχών. 
 
Η εφαρμογή της ανάλυσης με PFGE των κλασμάτων DNA κατατετμημένων με SmaI 
στα δείγματα έδειξε ότι υπάρχει γενετική ποικιλία και καθόλου ομολογία των 
απομονωθέντων στελεχών, αποδεικνύοντας την μη μετάδοση στελεχών από τα ζώα στον 
άνθρωπο ή το αντίστροφα.  
 
Η τεχνική της PFGE έχει εφαρμοστεί κυρίως για στελέχη ανθεκτικά στη Βανκομυκίνη 
και έχει αποδειχθεί η κλωνική ομολογία στελεχών διαφορετικής προέλευσης 
(ανθρώπου-ζώου) (Robredo et al. 1998). Διερεύνηση της κλωνικής συσχέτισης μεταξύ 
εντεροκοκκικών στελεχών ανθρώπων (αγροτών και σφαγέων) και στελεχών ζώων 
(πουλερικών) έχει πραγματοποιηθεί από τους Van der Bogaard και συν. (2002), και 
έχουν κλωνικά όμοια στελέχη ανθρώπων και ζώων, αποδεικνύοντας ότι η μεταφορά 
ανθεκτικών εντεροκοκκικών στελεχών από τα ζώα στον άνθρωπο είναι δυνατό να 
συμβεί κάτω από τις κατάλληλες συνθήκες (πίεση επιλογής κλπ).   
 
 
Συμπερασματικά: 
- Μόνο ένα εντεροκοκκικό στέλεχος ανθρώπινης προέλευσης και ένα ζωικής 
παρουσίασαν ανθεκτικότητα στη βανκομυκίνη 
- Τόσο στα ανθρώπινα όσο και στα ζωικά απομονωθέντα στελέχη τα 3 αντιβιοτικά 
με το μεγαλύτερο ποσοστό αντοχής των στελεχών είναι η Τετρακυκλίνη, η 
Ερυθρομυκίνη και η Στρεπτομυκίνη. 
- Τόσο στα ανθρώπινα όσο και στα ζωικά απομονωθέντα στελέχη το μεγαλύτερο 
ποσοστό αντοχής εμφανίζεται στην Τετρακυκλίνη. 
- Από τη διερεύνηση μέσω της ηλεκτροφόρησης του παλλόμενου ηλεκτρικού 
πεδίου της ομολογίας της κλωνικότητας μεταξύ ζευγαριών στελεχών ανθρώπινης 
και ζωικής προέλευσης από κάθε κτηνοτροφική μονάδα, προέκυψε ότι σε 
κανένα ζεύγος δεν υπάρχει ομολογία  
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